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Resumen 
La vía de señalización celular Notch está involucrada en procesos importantes del 
desarrollo embrionario, entre ellos, en el desarrollo del complejo craneofacial. 
Algunos estudios sugieren que esta vía de señalización podría tener algún papel 
en la formación de los arcos branquiales, protagonistas en la morfogénesis de la 
cara y el cuello.  
El objetivo de esta investigación es realizar el análisis cualitativo de los patrones 
de expresión de los genes Notch1, Serrate2, Hes1 y Hey1, componentes de la vía 
de señalización Notch, durante la formación de los arcos branquiales.  
Por medio de la técnica de hibridación in situ, realizada en embriones de pollo 
completos y en cortes histológicos, se estudiaron los patrones de expresión de los 
genes mencionados, durante los estadios HH14, HH16 y HH18. 
En el estadio HH14, los genes Hey1 y Hes1 se expresaron en las hendiduras y 
bolsas branquiales. En los estadios HH16 y HH18, todos los transcritos primarios 
se detectaron con un patrón característico. Notch1 se encontró principalmente en 
el ectodermo y el mesénquima que cubre los primeros arcos branquiales, pero 
con una intensidad muy leve en comparación con la expresión en las estructuras 
tomadas como control positivo, como la vesícula ótica. El gen Serrate2 fue 
detectado en el ectodermo y endodermo faríngeo. Hes1 se detectó intensamente 
en el endodermo de las bolsas branquiales y en el ectodermo de las hendiduras, 
además Hey1 estuvo presente principalmente en las primeras tres hendiduras y 
de una forma más débil en el mesénquima adyacente en los estadios mas tardíos 
analizados.  
Estos hallazgos sugieren que la vía de señalización Notch podría estar 
involucrada en el desarrollo de los arcos branquiales, en estadios tempranos a 
través de la expresión del gen que codifica para el factor de transcripción represor 
Hey1 y Hes1, en estadios más tardíos por medio de los genes Notch1, Ser2, 
Hey1 y Hes1, sin descartar la participación de otros componentes de la vía. 
Adicionalmente permite concluir que la señalización Notch mediada por 
Ser2/Notch1 no activa a los genes diana Hes1 y Hey1, queriendo decir que se 
estos son activados por otros componentes de la vía  o por otras vías de 
señalización. 
Resumen VII 
Palabras clave  
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Abstract 
The Notch signaling pathway is involved in important processes of 
embryogenesis, including craniofacial development. Some studies suggest that 
this signaling pathway could have some roles in the formation of the branchial 
arches, which are protagonists in the face and neck morphogenesis. 
The goal of this research is to analyze the expression patterns of Notch1, 
Serrate2, Hey1 and Hes1 genes, members of the Notch pathway, during the 
branchial arches formation.  
Using the in situ hybridization technique in whole-mount chick embryos and 
sections, were studied the expression patterns of the mentioned genes, at the 
HH14, HH16 and HH18 stages.  
At the HH14 stage, the Hey1 and Hes1 genes were expressed at the branchial 
clefts and pouches. During the HH16 and HH18 stages, all the primary transcripts 
were detected with a distinctive pattern. Notch1 was found mainly at the ectoderm 
and mesenchyme covering the former brachial arches, but with mild intensity if it is 
compared with other structures like otic vesicle. Ser2 was detected at the 
ectoderm and endoderm. Hes1 signal was very strong at the pouches endoderm 
and at the clefts ectoderm. Moreover, Hey1 was present mainly at the first three 
clefts and slightly at the closest mesenchyme in the latest sages.   
These findings suggest that the Notch signaling pathway could be involved in the 
earlier brachial arches development by mean of the repressors transcription 
factors, Hes1 and Hey1, and later through the Notch1, Ser2, Hes1 and Hey1 
genes, without exclude the other members of the Notch pathway.   
In addition, it is possible to conclude that the signaling mediated by Ser2/Notch1 
doesn’t use Hes1 and Hey1 like targets, meaning that these target genes are 
activated by other Notch pathway components or by other signaling pathways. 
Keywords: Chick embryo, craniofacial development, branchial arches, Serrate2, 
Notch1, Hes1, Hey1. 
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 Introducción 
La literatura reporta diferentes alteraciones genéticas y/o medioambientales que 
manifiestan secuelas en estructuras derivadas de los arcos branquiales (AB). Es 
así como, un amplio espectro de malformaciones que comprometen el complejo 
craneofacial tienen su origen en deficiencias en la formación del primer (AB1) y 
segundo arco (AB2). Clínicamente estas deficiencias son agrupadas como 
síndromes de primer y segundo arco (1). Estos AB, junto a otras estructuras 
transitorias como las prominencias faciales, son protagonistas del complejo e 
interesante proceso de formación de la cara (1).  
 
Los AB se originan gracias a un proceso de segmentación del área faríngea o 
branquial. Cada arco está conformado por las tres capas germinales: endodermo, 
ectodermo y mesénquima (2). Además, poseen una hendidura, una bolsa y el 
arco propiamente dicho y de cada uno de estos componentes se derivan 
diferentes estructuras que incluyen los maxilares, el timo, las glándulas 
paratiroides, algunos componentes del oído, entre otros (3).  
 
En relación a las bases moleculares involucradas en la formación de los AB, se 
ha reportado un papel importante de genes como: factor de crecimiento 
fibroblástico (Fgf) 8, Proteína morfogenética ósea (Bmp) 2, 4 y 7, Sonic hedgehog 
(Shh), Dlx, Foxd1, Capsulin, Tbx1, Msx1, Myf5/MyoD, Edn1, ClCL2, Delta4 (Dll4), 
entre otros (4-12). Aunque es amplio el número de genes relacionados con la 
formación de los AB, los mecanismos moleculares que participan en este 
desarrollo aún no son del todo claros.   
 
Durante la embriogénesis, las vías de señalización celular juegan un papel muy 
importante en todos los procesos celulares. Para la formación de los arcos 
específicamente, se ha descrito el compromiso de vías como Wnt (wingless), 
Shh, Bmp, Fgf, entre otras (4, 13-19). Adicionalmente, alteraciones en el paladar, 
los maxilares, algunas glándulas y órganos derivados de los AB se han 
presentado como consecuencia de mutaciones en componentes de la vía de 
señalización celular Notch (20-27).  
 
La vía de señalización Notch involucra un mecanismo de comunicación 
intercelular utilizado en múltiples procesos durante la embriogénesis (28, 29), en 
ciertos eventos de la vida adulta, como procesos de reparación tisular y durante 
algunas enfermedades como el cáncer (30, 31). Tiene un papel regulador de 
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procesos celulares, que depende del contexto celular en donde esté actuando, 
característica que le da un alto nivel de complejidad (32). 
 
En desarrollo craneofacial, diferentes estudios han sugerido la participación de 
algunos componentes de la vía Notch. Genes como Jagged2/Serrate2 
(Jag2/Ser2), Notch1, Dll4, Hes1 y Hey1 han mostrado algún tipo de relación con 
estructuras craneofaciales, incluidos los AB. Ejemplo de esto es la expresión de 
Dll4 en el área faríngea, al parecer asociada a procesos de vasculogénesis en los 
AB (33). Por otro lado, mutaciones inducidas de Hes1 en ratones, generan 
alteraciones en estructuras craneofaciales, como la base del cráneo y los 
maxilares (20). Adicionalmente, Jag2/Ser2 parece tener una función en la 
formación de estructuras como el paladar, ya que la deficiencia en la expresión de 
este gen se asoció a paladar fisurado de una forma tan severa, que generó 
muerte perinatal debido a la dificultad respiratoria (26, 27). A pesar de la 
existencia de estos reportes, son pocos los estudios específicos en el desarrollo 
de los AB. Además, algunos resultados son muy vagos y no demuestran el papel 
que tiene cada componente o no describen de manera detallada los patrones de 
expresión de los componentes de la vía. 
 
Conocer y entender en profundidad los diferentes procesos normales de 
formación de los AB, permitirá acercarse a las causas de malformaciones 
congénitas, tales como los síndromes de primer y segundo arco. De la misma 
forma, se hace necesario este conocimiento para diseñar estrategias que puedan 
resolver y evitar dichas alteraciones. Desde este punto de vista, todas las 
aproximaciones que se lleven a cabo en el área de la biología y genética del 
desarrollo, podrán tener aplicabilidad terapéutica a mediano y largo plazo. 
 
El primer paso para determinar la función que podría tener cierto gen o grupo de 
genes en el desarrollo, es conocer los patrones de expresión. Determinar donde y 
cuando se están expresando permite hacer sugerencias acerca del posible papel 
en determinado proceso. Por esta razón, el objetivo de este trabajo es describir 
cualitativamente los patrones de expresión de algunos genes componentes de la 
vía de señalización celular Notch, durante los estadios iniciales de formación de 
los AB. Se analizaron los genes que codifican para el receptor Notch1, el ligando 
Serrate2 y los genes diana Hes1 y Hey1, teniendo en cuenta que estudios previos 
habían sugerido una posible participación de estos genes en desarrollo 
craneofacial (26, 27). 
 
La metodología utilizada para detectar la expresión de los genes estudiados fue la 
técnica de hibridación in situ (ISH). Esta técnica consiste en la detección del RNA 
mensajero (mRNA) de los genes de interés, utilizando sondas de RNA 
específicas. Estas sondas son complementarias al mRNA que se pretende 
detectar, están sintetizadas con nucleótidos marcados y se hacen visibles por 
medio de una reacción enzimática. Aunque existen varios métodos para marcar y 
visualizar la sonda, en esta investigación se usaron nucleótidos marcados con 
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digoxigenina UTP (DIG) y como método de visualización una proteína de unión a 
DIG (anti-DIG) conjugada a la enzima fosfatasa alcalina.  
 
El modelo animal utilizado fue el embrión de pollo (Gallus gallus), gracias a que 
es un modelo económico, de fácil obtención, presenta un tiempo de formación 
relativamente corto, es de fácil manejo y la formación de los AB es bastante 
parecido al de los mamíferos como el humano.  
 
Adicionalmente, esta investigación será la base para trabajos, donde 
dependiendo de los resultados, se llevaran a cabo estudios de ganancia y pérdida 
de función; con el fin de aportar conocimiento que permita aclarar la función de la 
vía de señalización Notch en la formación de los AB.  
 1. Marco conceptual 
1.1 Arcos branquiales: formación y estructuras derivadas 
Los AB son estructuras bilaterales, simétricas, que crecen y se fusionan 
ventromedialmente para dar origen a componentes  muy importantes de la cara y 
el cuello como: músculos, nervios, algunas glándulas, componentes del oído 
externo y medio, esqueleto y epitelio de la faringe y de la cara. Se desarrollan 
como resultado de la segmentación de la región branquial o faríngea,  son 
transitorios y aparecen como prominencias a cada lado del embrión (3, 4, 34).  
 
En humanos se forman cinco pares de arcos entre la segunda y cuarta semana 
de gestación; en ratón, entre los estadios E8.5 y E10.5, en pollo entre los estadios 
HH14 y HH23 (estadios de Hamilton y Hamburguer) (35) y en pez cebra, del 
segundo al tercer día post fertilización (28-36 hpf). En los amniotes, como el pollo, 
el quinto arco (AB5) no se forma, por lo tanto el arco más caudal corresponde al 
sexto. En no amniotes, como los peces, el AB5 se preserva y se desarrolla un 
arco posterior adicional, para un total de 7 arcos (3). 
 
La formación de los AB se da durante el desarrollo de la faringe, cuando la pared 
lateral de la misma se invagina formando estructuras conocidas como bolsas 
faríngeas o branquiales; mientras que en el aspecto externo del embrión, el 
ectodermo se deprime formando unas fisuras llamadas hendiduras faríngeas o 
branquiales (3) (Figura1-1). A nivel celular, los movimientos realizados por la 
pared faríngea para formar las bolsas, parecen estar dirigidos por una red de 
filamentos de actina que no solo dirige los movimientos y da forma a las bolsas, 
sino que da rigidez al endodermo de la misma (3). La formación de las bolsas es 
la primera señal de segmentación del área faríngea, característica de todos los 
cordados, que además define la polaridad anteroposterior en el embrión (34, 36). 
 
Los AB crecen a lo largo de un eje dorsolateral con una dirección de dorsolateral 
a ventromedial, excepto por AB2 que también crece sobre su eje anteroposterior. 
El segmento posterior de AB2 crece cubriendo al tercer (AB3) y cuarto arco 
branquial (AB4). A medida que AB2 crece, su ectodermo se fusiona con el 
ectodermo de AB4, formándose una cavidad transitoria llamada el seno cervical. 
Si esta cavidad persiste, se manifiesta como una comunicación externa anormal 
llamada fistula cervical (4). 
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Figura 1-1: Arcos, bolsas y hendiduras branquiales. Diagrama de vista sagital de embrión de 
pollo, donde se observa la posición de hendiduras (HH) y de los arcos (marcados con números 
romanos). VO: vesícula ótica, CO: copa óptica. En azul oscuro, endodermo, en azul claro, 
ectodermo. 
 
 
En vertebrados, los AB están constituidos por los diferentes tipos celulares 
embrionarios. Cada arco posee una cubierta externa de ectodermo, una interna 
de endodermo, y entre estas, mesénquima derivado de las células de la cresta 
neural (CCN) y del mesodermo paraxial (2, 34). Mientras las CCN se localizan 
junto a la superficie que recubre el arco, las células derivadas del mesodermo 
paraxial se localizan centralmente (16) (Figura 1-2).  
 
Figura 1-2: Ubicación de capas embrionarias en el arco branquial. El diagrama refleja una vista 
coronal de un arco. CCN: células de la cresta neural. En azul claro, endodermo; en morado, 
ectodermo; en verde, mesodermo; y en amarillo, CCN.  
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Inicialmente se daba un papel muy importante a las CCN en la formación de los 
AB. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado que la ablación de las CCN 
no afecta la formación de los AB, ni la definición de su patrón inicial (3, 37, 38). 
De hecho, se ha observado que no solo se forman, sino que se segmentan y 
tienen sentido de identidad en ausencia de las CCN (36, 39).  
 
Las CCN craneal emergen del cerebro posterior, el cual se ha organizado en 
rombómeros (r1-r8). La migración de las CCN craneal empieza cuando dejan el 
cerebro posterior y entran en contacto íntimo con el ectodermo y mesénquima 
craneal más cercano al cerebro posterior; luego se dirigen hacia los AB y entran 
en ellos invadiéndolos (40). Hacía cada arco se dirige un grupo específico de 
CCN; mientras AB1 es poblado por CCN provenientes de r1, r2 y r3, AB2 por las 
provenientes de r3, r4 y r5, AB3 por las que migran desde r5, r6 y r7 y AB4 recibe 
las de r7 y r8 (Figura 1-3). En condiciones normales, esta invasión sucede 
después de que el área faríngea se ha segmentado, gracias a la dirección del 
endodermo (38).  
 
Figura 1-3: Migración de las CCN desde el cerebro posterior hasta los arcos branquiales. r: 
Rombómero, OV: vesícula ótica, arcos branquiales (números romanos). 
 
Por otro lado se ha observado que el evento que anuncia la formación de los AB, 
es el desarrollo de las bolsas, confirmando esto el papel primordial del 
endodermo en la definición del patrón inicial en la formación de los AB (38).  
 
En embriones de pollo, la escisión del endodermo faríngeo lleva a una falla en el 
desarrollo de estructuras específicas del esqueleto faríngeo, mientras que los 
injertos ectópicos del mismo tejido generan duplicación de elementos 
esqueléticos derivados de los AB (3, 36, 37).  
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En pez cebra, el endodermo es esencial para la identidad, supervivencia y 
diferenciación de las células condrogénicas derivadas de la cresta neural. Estos 
efectos parecen estar asociados a la expresión de moléculas de señalización 
específicas por parte del mismo (37, 38, 41).  
 
Aunque se conoce que el patrón inicial de la región faríngea está dado por 
señales moleculares endodermales, estas están combinadas con información 
proveniente de CCN (3); como la identidad dada por la ausencia de expresión de 
los genes Hox por parte de las CCN que dan origen a estructuras faciales (37).  
 
Adicionalmente, ocurren interacciones entre el ectodermo y el mesénquima de los 
arcos para la formación correcta de la cara y el cuello (4). Esto está basado en 
hallazgos que han demostrado que el mesénquima de los AB, no puede crecer en 
ausencia del ectodermo (42). 
 
Son diversas las estructuras derivadas de los AB (Tabla1-1). En términos 
generales el ectodermo forma la epidermis y las neuronas sensoriales de los 
ganglios epibranquiales. El endodermo da origen al cubrimiento epitelial de la 
faringe, las papilas gustativas, las glándulas tiroides y  paratiroides y, al timo. Las 
CCN forman el esqueleto, parte de los ganglios sensoriales del cráneo y el tejido 
conectivo de los arcos; mientras que el mesodermo se diferencia en la 
musculatura de la cabeza y el cuello, las células endoteliales, elementos 
esqueléticos como la base de cráneo y los vasos sanguíneos (34).  
 
De forma más específica, en todos los vertebrados con maxilares, estos se 
derivan de AB1, mientras AB2 forma el aparato hioideo. La primera bolsa da 
origen al receso tubotimpánico, el cual se elonga formando en su parte distal, el 
epitelio de la cavidad timpánica y en su parte proximal, la trompa de Eustaquio. A 
su vez, la primera hendidura se convierte en el conducto auditivo externo en su 
parte exterior y en la parte interna se invagina hacia el receso tubotimpánico 
hasta quedar una capa muy delgada, la membrana timpánica (3). El AB2 se 
alarga caudalmente formando el seno cervical, el cual cubre a AB3 y AB4 y, se 
oblitera a medida que transcurre el desarrollo. La hendidura de AB2 no origina 
ninguna estructura, mientras la bolsa en mamíferos, excepto en roedores, da 
origen al epitelio de la amígdala palatina (3). 
 
En humanos, defectos en la formación y desarrollo del aparato branquial tienen 
como consecuencia un amplio número de desordenes (43). Los defectos en la 
primera bolsa y hendidura producen anormalidades en el oído externo, lo que a 
su vez conduce a defectos en el oído medio derivado de CCN. Alteraciones en la 
segunda bolsa generan anomalías en el desarrollo de las amígdalas palatinas, 
mientras que los defectos en la tercera y cuarta bolsa tienen consecuencias en el 
desarrollo del timo y las glándulas paratiroides (3). Adicionalmente, pueden 
provocar los síndromes de AB1 y AB2, donde los síndromes de Treacher Collins, 
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el oculo-auriculo-vertebral y el auriculo-condilar son los más conocidos y 
contemplan características faciales especificas (44).  
 
Otra alteración que compromete estructuras derivadas de los AB, es el síndrome 
de deleción 22q11, el cual afecta específicamente el sistema cardiovascular, el 
timo, la glándula paratiroides y estructuras craneofaciales. En este síndrome 
parecen estar involucrados tanto el factor de transcripción Tbx1 como el gen 
diana de la vía de señalización Notch, Hes1 (20). 
 
De forma más concreta, en desarrollo craneofacial la importancia de los AB radica 
en el hecho de que AB1, a medida que se desarrolla, se divide en las 
prominencias maxilares y mandibulares, quienes constituyen cuatro de las cinco 
prominencias que formaran la cara. A su vez, de estas prominencias se derivaran 
estructuras tan importantes como la mandíbula, los dientes, los procesos 
palatinos, los músculos masticatorios, entre otros.  
 
Tabla 1-1: Estructuras derivadas de los arcos, bolsas y hendiduras branquiales o faríngeas. 
Arco 
Branquial 
Endodermo de 
bolsa 
Ectodermo de 
hendidura 
Mesénquima 
derivado de 
mesodermo 
paraxial 
Mesénquima 
derivado de  
CCN 
AB1 Receso 
tubotimpánico 
Epitelio de 
cavidad timpánica 
Trompa de 
Eustaquio 
Membrana 
timpánica 
Meato auditivo 
externo 
Membrana 
timpánica 
 
 
  
Músculos de la 
masticación 
M. Milohiodeo 
M. Tensor del 
tímpano 
M. Tensor del 
velo del paladar 
Maxilar 
Mandíbula 
Cartílago de 
Meckel 
AB2 Glándula tiroides 
Epitelio de 
amígdalas 
(excepto en 
roedores) 
Glándulas 
salivales (en aves) 
 M. De la 
expresión facial 
Buccinador 
Platisma 
Aparato hioideo 
Cartílago de 
Reichert 
AB3 Timo 
Glándulas 
paratiroides 
inferiores 
 
   
AB4 Glándulas 
paratiroides 
superiores 
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1.2 Mecanismos moleculares involucrados en la 
formación de los arcos branquiales 
Los mecanismos moleculares que explican la formación y organización de los AB 
están relacionados con interacciones epitelio-mesenquimales, que involucran 
diferentes factores en una cascada espaciotemporal dinámica (45, 46).  
Estas interacciones ocurren cuando el endodermo dirige la formación de las 
bolsas branquiales, segmentando y estableciendo los arcos. Las señales emitidas 
por el endodermo tienen efectos directos sobre el ectodermo, quien a su vez 
genera señalización que regula el comportamiento del mesénquima derivado de 
las CCN en los AB. En estadios tempranos del desarrollo, el endodermo de las 
bolsas faríngeas induce al ectodermo a formar estructuras como las placodas 
epibranquiales (47). De la misma forma, existe evidencia de que las señales 
provenientes del mesénquima pueden promover el desarrollo del endodermo y de 
derivados ectodérmicos (48, 49). 
Un aspecto muy interesante en la formación y desarrollo de los arcos, bolsas y 
hendiduras branquiales, es el hallazgo de patrones de expresión génica 
específicos dentro de cada bolsa, hendidura e inclusive dentro del mismo arco, 
característica clave para que puedan dar origen a tan diversas estructuras del 
cuello y la cara. 
1.2.1 Patrones de expresión génica en el endodermo faríngeo 
Aunque los mecanismos moleculares de la formación de los AB no son del todo 
claros, es reconocido que la expresión de Sonic Hedgehog (Shh), gen altamente 
conservado codificante para una proteína secretada que actúa como morfógeno 
regulador del desarrollo embrionario de vertebrados (50, 51), es una 
característica temprana del endodermo caudal de AB2 (27). Además, se conoce 
que esta expresión tiene un patrón dorsoventral específico, así como uno en 
sentido anteroposterior en el área faríngea, siendo mucho más fuerte en AB1 y 
AB2 que en los arcos restantes (3, 14). Por otro lado, se ha determinado que la 
ausencia de Shh aumenta la muerte de células mesenquimales en los arcos 
ubicados más anteriormente y que tiene un papel inductor de la expresión de Fgf8 
en el ectodermo y en la mitad posterior de las bolsas faríngeas (14, 37). El 
análisis llevado a cabo en pez cebra, acerca del papel de la señalización 
Hedgehog (hh) en el desarrollo de los elementos esqueléticos derivados de AB1 y 
AB2 determinó que la señalización hh en el endodermo es esencial para los 
movimientos morfogénicos de los AB (52). 
La expresión de Fgf8 se relaciona con la expresión de Tbx1. Este último gen está 
implicado en el Síndrome DiGeorge y su expresión se encuentra en el endodermo 
y mesénquima faríngeo, en condiciones normales. En este síndrome se altera la   
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expresión de Tbx1 y se ven afectados el direccionamiento correcto de los AB y la 
formación de los ganglios sensoriales del IX y X pares craneales (3, 36-38). 
Durante la formación de las bolsas branquiales también es evidente la expresión 
del gen Pax1 en su aspecto dorsal, de los genes Hoxa2 en el límite anterior de 
AB2; de Hoxa3, Hoxb3, Hoxd3 en AB3; y Hoxa4 en la bolsa más caudal; así 
como la ausencia de expresión de genes Hox en la primera bolsa branquial. El 
estudio del cual derivan estos resultados también manifestó la presencia de Bmp7 
en la mitad rostral de cada bolsa y de Fgf8 en la mitad caudal. Este patrón de 
expresión tan específico permite que cada porción de la bolsa pueda promover el 
desarrollo de diversos órganos y tejidos (38).  
Sox3 es otro gen expresado en estadios tempranos del desarrollo en el 
endodermo faríngeo y tiene importancia en desarrollo craneofacial. La ausencia 
de su expresión genera alteraciones como hipopituitarismo, mal alineamiento de 
maxilares, crecimiento dental exagerado, alteraciones en el oído externo y medio, 
así como en el proceso estiloides y en el hueso hioides. Las secuelas más 
severas se localizan en el desarrollo de AB2 y sus derivados, así como en la 
formación de las placodas epibranquiales. Al parecer la función de Sox3 está 
relacionada con la interacción con otros genes como Sox2 y Fgfr1, sobretodo en 
el desarrollo de AB2 (36). 
También están implicados los genes Eya1, 2 y 4, quienes codifican para factores 
de transcripción coactivadores, implicados en el desarrollo de las bolsas y las 
hendiduras. La expresión de Eya2 se ha reportado a nivel de toda el área 
faríngea durante los estadios de desarrollo donde se establecen los AB (53). Por 
otro lado, las mutaciones en Eya1 se han asociado al síndrome braquio-oto-renal 
en humanos, condición que manifiesta perdida conductiva de audición y defectos 
en el oído medio, interno y externo. Los ratones con mutaciones en Eya1 
presentan un canal auditivo externo displásico e interrupción en la formación del 
oído medio y externo. A su vez, las mutaciones en Eya4 conllevan a disminución 
en el tamaño de la trompa de Eustaquio y de la cavidad timpánica, así como 
sordera conductiva parcial (3).  
1.2.2 Patrones de expresión génica en el ectodermo branquial 
Gran parte de la expresión génica presente en el ectodermo branquial obedece a 
la señalización proveniente del endodermo. A su vez, las señales que emergen 
del ectodermo parecen tener efecto directo sobre el desarrollo del mesénquima y 
sobre sus patrones de expresión. 
Bmps, Fgf y endotelina1 (Edn1) son algunas de las moléculas expresadas con un 
patrón específico en el ectodermo de AB1 y que regulan la expresión de otras 
moléculas en el mesénquima (16). 
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La señal de Shh proveniente del endodermo faríngeo induce la expresión de Fgf8 
en el ectodermo de los AB y en la mitad posterior de algunas bolsas faríngeas. A 
su vez, Fgf8 desempeña un papel en la supervivencia y proliferación de las CCN 
que migran a los arcos, interactuando con moléculas como Tbx1 que se expresan 
en el mesénquima y en el endodermo (3, 14).  
A pesar de que Shh se expresa principalmente en el endodermo, existen reportes 
que describen su expresión en el margen ectodermal de AB2 y se ha sugerido 
que allí podría tener un papel estableciendo el eje AP de AB2 (4). 
Por otro lado, existen reportes de patrones de expresión de moléculas que hacen 
parte de la familia de BMPs en primordios faciales y en el área de los AB. Estos 
componentes incluyen Bmp 2, 4 y 7. Los estudios detectaron la presencia discreta 
de Bmp7 en el margen ectodermal posterior de AB2 y en la mitad anterior de las 
bolsas faríngeas. Los autores de esa investigación sugieren que Bmp4 puede 
generar una señal inhibitoria del crecimiento para balancear la estimulación del 
crecimiento ejercida por miembros de la familia FGF (4, 54). 
Por otro lado, dentro de AB1 y AB2, el ligando secretado Edn1, específica la 
identidad ventral. Cuando falta Edn1 o algún receptor en el área ventral de los 
arcos, las estructuras esqueléticas derivadas de estos arcos fallan en formarse o 
tienen una morfología dorsal (55). Se cree que la Edn1 promueve el desarrollo 
esquelético ventral, en parte por la activación de la expresión más temprana de 
una red de genes ventrales como Dlx, Msx y Hand2 en AB1 y AB2. 
1.2.3 Patrones de expresión génica en mesénquima branquial 
Diferentes estudios sugieren que el desarrollo del mesénquima de los AB es 
controlado por las señales derivadas del ectodermo y el endodermo branquial y 
viceversa (16). 
El gen Dlx2, componente de la familia de genes Dlx, se ha relacionado con 
diferenciación del mesénquima de los AB y sobrepone su expresión con los 
genes Msx (56). Esta familia de factores de transcripción Dlx es particularmente 
importante en el direccionamiento de la morfogénesis de cada arco (52). Los 
genes Dlx1 y Dlx2 se expresaron sobretodo en las CCN más dorsales de los AB. 
Otros genes como: Dlx3/dlx3b, Dlx5/dlx5a, Dlx6/dlx6a, Msx1/msxe y epha4b (rtk2) 
se detectan en las CCN ventrales; bapx1 en las CCN intermedias dorsoventrales 
de AB1 y Hand2 en las CCN mas ventrales de cada arco (56-59). La perdida de 
función de los genes de la familia Dlx ventrales en ratón y pez cebra, ocasiona 
que los elementos esqueléticos ventrales adopten identidades dorsales (52). 
La deleción del gen que codifica para la proteína dHAND produce la muerte de 
los embriones de ratón durante el estadio E11.0 a causa de falla cardiaca. 
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Además, los análisis en estadios más tempranos demuestran que la deficiencia 
de dHand genera AB hipoplásicos a causa de una disminución en la expresión de 
Msx1 y que esta se asocia a muerte celular programada de las células 
mesenquimales de los AB (60). 
Por otro lado, los genes homeobox Msx1 y Msx2 se expresan en la parte más 
distal de los arcos, de forma similar a dHand. Msx1 y Msx2 funcionan como 
reguladores transcripcionales que controlan la proliferación, diferenciación y 
supervivencia celular durante el desarrollo embrionario normal. Msx1 se expresa 
fuertemente en CCN y tiene un papel importante en la regulación de las 
interacciones epitelio-mesenquimales. Además, su mutación genera múltiples 
alteraciones craneofaciales (61).  
Otras moléculas como R-Espondina2, proteína rica en cisteínas, capaz de activar 
la vía de señalización Wnt/β-catenina, también se expresa en el mesénquima de 
AB1 y AB2 en ratón. La expresión anormal de este gen, en ratones, genera 
diferentes defectos del desarrollo, incluido paladar fisurado, al parecer por algún 
tipo de alteración en la regulación en la vía de señalización Wnt/β-catenina. 
Análisis de ganancia y pérdida de función demuestran que esta molécula tiene un 
papel como factor regulador derivado del mesénquima, en la interacción entre el 
mesénquima y el ectodermo (16). 
Una de las áreas más investigadas ha sido el papel de las CCN y la expresión de 
genes Hox durante la determinación de la identidad de los arcos. Es así como se 
demostró que las CCN, que invaden AB1, deben ser Hox negativas para que sea 
posible la formación de los derivados esqueléticos, mientras que en los otros AB 
son Hox positivas. A estas conclusiones se ha llegado gracias a los diferentes 
estudios llevados a cabo con trasplantes en embriones de pollo y codorniz, donde 
segmentos de CCN Hox positivas en el contexto celular de AB1 hace imposible la 
formación de los derivados esqueléticos del mismo (37, 62).  
Adicionalmente, análisis en el modelo animal de pez cebra demostraron que la 
señalización hh en las CCN es necesaria para la expresión adecuada de 
marcadores dorso/ventrales en los AB, así como para el establecimiento de una 
señal de retroalimentación para el endodermo, con el objetivo de que este 
mantenga una expresión génica adecuada (52). 
1.3 Arcos branquiales en el embrión de pollo 
El desarrollo de los AB en el embrión pollo es similar al de los mamíferos, con 
algunas diferencias. En las aves se pueden encontrar hasta 6 pares de AB y su 
desarrollo transcurre entre los estadios de desarrollo HH10 y HH23 de la 
clasificación de Hamilton y Hamburguer (35). Hacia el final del segundo día de 
incubación (estadio HH13-14), dos pares de arcos están presentes y hacia el 
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cuarto día (estadio HH23-24), los AB1 y AB2 son claramente más grandes que 
los otros (63).   
De la misma forma que en los mamíferos, casi paralela a la formación de los AB, 
se desarrollan las bolsas y las hendiduras branquiales. El pollo presenta cuatro 
pares de bolsas branquiales bien desarrolladas, una quinta más pequeña y en 
algunas especies de aves, se han descrito remanentes de una sexta bolsa (63).   
Las bolsas se forman secuencialmente a partir del estadio HH10, sin embargo, la 
primera y segunda bolsas se hacen visibles en el estadio HH14 y la tercera en el 
HH15 (38, 63). A diferencia de los mamíferos, en el pollo la unión entre el 
endodermo de las primeras tres bolsas y el ectodermo respectivo se perfora 
imitando las agallas de los peces. Sin embargo, esta perforación se cierra durante 
los días 4-5 de incubación (HH23-26) (63).  
Los arcos, las bolsas y las hendiduras, en el pollo, dan origen a estructuras 
homólogas a las de los mamíferos. Hacia el sexto día, a partir de AB1 en las aves 
se desarrollan las prominencias maxilar y mandibular que darán origen a los 
cartílagos palatocuadrado y de Meckel y, como su nombre lo indica al maxilar y a 
la mandíbula; mientras la primera bolsa faríngea formará parte del receso 
timpánico. A partir del AB2, el hioideo, se formaran el cartílago medial y los 
laterales. Estos componentes cartilaginosos darán origen al cartílago basihial y a 
la columnela del oído y al cartílago ceratohial, respectivamente. A su vez, AB3 
dará origen a los cartílagos ceratobranquiales y epibranquiales (63). Además, 
existen reportes que sugieren que la segunda bolsa en las aves parece dar origen 
a glándulas salivales, mientras que en mamíferos esta estructura da origen a las 
amígdalas palatinas.  
Otra característica particular del embrión de pollo es que la cuarta bolsa se 
diferencia en un timo rudimentario y secundario, denominado “timo IV”. Este, más 
tarde se fusiona con el timo que se ha originado a partir de la tercera bolsa. Cabe 
resaltar que esta característica también la comparte con algunos mamíferos (3). 
A pesar de estas diferencias, en términos generales la formación de la región 
faríngea es muy parecida en todas las especies. No obstante, una contribución 
adicional de esta investigación es servir de referencia para análisis comparativos 
del desarrollo de esta zona en otros modelos animales. Este tipo de análisis 
permitirá determinar características del desarrollo especie-dependientes. 
1.4 Vía de señalización celular Notch 
La vía de señalización celular Notch establece un mecanismo de comunicación 
intercelular que ejerce un papel regulador en el desarrollo de metazoarios (64). 
Esta vía está conservada evolutivamente y recibe este nombre porque su 
componente principal es el receptor Notch.  
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El receptor Notch interactúa con ligandos específicos y desencadena una 
cascada de señales intracelulares que regulan actividades celulares como: 
proliferación, crecimiento, diferenciación y muerte celular, así como el 
mantenimiento de células madre (30, 32, 65). Es importante mencionar que esta 
vía de señalización, además de estar involucrada en el desarrollo durante etapas 
embrionarias, también interviene en el funcionamiento de órganos en el adulto 
(32, 66-68) y en procesos patológicos como cáncer y diabetes, entre otros (69-
71). 
Se ha reportado la activación canónica de la vía, la cual incluye la participación de 
un ligando de la familia Delta/Serrate/Lag-2 (DSL)  y a nivel nuclear la interacción 
con proteínas de unión a DNA de la familia CLS (CBF1/RBPjk en vertebrados, 
Supresor de Hairless en D. Melanogaster, Lag1 en C. Elegans). Además de la vía 
canónica  se conoce la activación independiente de CLS o no canónica, que 
puede ser dependiente o independiente de ligandos DSL. En la mayoría de casos 
los genes target de la vía no canónica son desconocidos, sin embargo el efecto 
más estudiado es la regulación de la vía de señalización Wnt/β-catenina (72). 
La vía de señalización Notch ha sido objeto de investigación en múltiples áreas, 
como en procesos de desarrollo de oído (73, 74), ojo (75-77); diente (78); corazón 
(79); hígado (32); sistema nervioso, esquelético (80, 81) y muscular (64); además 
en procesos como hematopoyesis, desarrollo linfocitico, vasculogénesis y en 
patologías importantes como cáncer (67, 70), enfermedades autoinmunes (71), 
herpes virus, enfermedad de Epstein-Barr, sarcoma de Kaposi (66) y diabetes, 
entre otras. 
La literatura es muy diversa en cuanto a las funciones exactas de la vía de 
señalización Notch. Sin embargo, las funciones mejor caracterizadas son la 
inhibición e inducción lateral, procesos de gran importancia en la asignación de 
destino celular, en diferenciación celular binaria, entre otros (30, 82) (Figura 1-4). 
En la inhibición lateral, la actividad de Notch individualiza una célula de células 
adyacentes. Mientras que durante la inducción lateral o en interacciones más 
complejas, un territorio completo se hace diferente a la región adyacente, 
promoviendo un nuevo destino celular en dicho territorio (77).  
Durante la inhibición lateral existe un grupo de células precursoras que expresan 
tanto receptores como ligandos. Posteriormente, en algunas disminuye la 
expresión del receptor y aumenta la del ligando, generando una mezcla de 
células con alto o bajo nivel de ligandos. La sobreexpresión del ligando estimula 
la activación de la vía en células vecinas, las cuales disminuyen la expresión de 
sus ligandos. El resultado son dos poblaciones distintas que adoptan diferentes 
destinos celulares, generando lo que se conoce como “patrón de sal y pimienta” 
(83, 84). La inhibición lateral usualmente depende de los ligandos Dll1 o 
Jag2/Ser2, como ocurre en los parches sensoriales para la determinación del 
destino celular entre célula ciliada o de soporte en el oído (85). 
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Figura 1-4: Inhibición e inducción lateral.  
 
Un ejemplo clásico de inhibición lateral se presenta durante el desarrollo del 
sistema nervioso central. Allí, las células de las poblaciones proneuronales que 
tienen la capacidad de diferenciarse en células neuronales o epidermales 
expresan el receptor Notch y sus ligandos inicialmente, pero luego las 
concentraciones de expresión cambian generando grupos que expresan solo el 
receptor o solo los ligandos. Las células que expresan el receptor son activadas 
por las que expresan los ligandos, inhibiendo su diferenciación en neuronas. Es 
así como posteriormente, promueven su diferenciación en células epidermales, 
mientras que las células que expresan solo el ligando se diferencian en neuronas 
(86).  
Otro ejemplo se da durante el desarrollo del cerebro, donde la vía de señalización 
inhibe inicialmente el destino neuronal en las células que expresan el receptor 
Notch, mientras permite el destino glial en las que expresan el ligando y luego 
promueve activamente la diferenciación en astrocitos de las que expresan el 
receptor (32).  
Además de estas decisiones de destino celular, esta vía de señalización puede 
permitir que uno de estos grupos celulares permanezca en un estado 
indiferenciado asegurando un equilibrio entre proliferación y diferenciación celular 
por medio de la inhibición lateral (32, 84). 
Por otro lado, el proceso de inducción lateral consiste en un mecanismo de 
retroalimentación positiva donde la activación de Notch en una célula, induce la 
expresión del ligando que activa Notch en otra célula (87) (Figura 1-4). Esta 
función se ha relacionado con el establecimiento de límites morfológicos y 
patrones espaciales durante el desarrollo e involucra con mas frecuencia al 
ligando Jag/Ser que a Dll (83). 
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Esta vía de señalización puede regular de forma positiva o negativa los diferentes 
eventos celulares gracias a dos mecanismos: la lógica incoherente y la 
señalización cruzada con otras vías. La lógica incoherente de una red se refiere a 
la respuesta primaria que tiene dos vías con efectos opuestos (88). Estas 
características hacen que la actividad de la vía sea muy difícil de descifrar, ya que 
depende del sitio exacto donde esté actuando. 
Esta actividad dependiente del contexto celular, también se ve reflejada en la 
regulación de la proliferación y muerte celular, donde la vía actúa promoviendo o 
suprimiendo estos procesos. La evidencia de esa participación deriva del estudio 
de patologías como cáncer (32). Un ejemplo claro es la asociación entre la 
sobreexpresión de los receptores Notch y/o sus ligandos, con cáncer de seno, 
ovario, próstata, cerebro y en algunos tipos de sarcomas (89). De la misma forma 
se ha visto involucrada en la regulación del ciclo celular a través de la activación 
directa de genes reguladores, tales como ciclina D1 (32), en patologías como 
gliomas, donde Notch mantiene las células madre promoviendo su auto-
renovación e inhibiendo su diferenciación (69). 
1.4.1 Componentes de la vía de señalización Notch 
Los componentes de la vía de señalización Notch han sido identificados en 
diferentes especies, desde Caenorhabditis elegans hasta humanos (90). En 
mamíferos, existen cuatro receptores Notch (1-4) y cinco ligandos (Jag 1 y 2; y Dll 
1, 2 y 4) (64). En Drosophila Melanogaster, un receptor Notch y dos ligandos, Dll 
y Ser (homólogo de Jag en mamíferos) (32). En C. Elegans, se pueden identificar 
dos receptores Notch (lin-12 y glp-1) y varios homólogos DSL (30). En aves 
existen dos receptores Notch (1 y 2) y cuatro ligandos (Dll 1 y 4 y, Ser 1 y 2) (91). 
A los componentes básicos, receptores y ligandos, se unen moduladores de la 
actividad del ligando (familia de proteínas Fringe), componentes intracelulares 
(Deltex, Su(H)) y los genes diana, los cuales han sido identificados en 
vertebrados e invertebrados (92). 
§ Receptores 
El receptor Notch debe su nombre al fenotipo que causan mutaciones en el gen 
que lo codifica. Este fenotipo se caracteriza por escotaduras en los márgenes 
alares de la mosca de fruta (D. Melanogaster) y fue descrito originalmente por 
John S. Dexter en 1914. Análisis genéticos posteriores realizados por Thomas 
Hunt Morgan y colaboradores en 1917, permitieron el aislamiento y 
reconocimiento de alelos adicionales (64-66, 82). Por esta razón, gen y proteína 
para la cual codifica, reciben el nombre de Notch (escotadura en español). 
El gen Notch fue clasificado originalmente como un gen neurogénico, ya que los 
embriones mutantes expresaban anormalidades en el linaje celular neural (65, 
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90). Sin embargo, los descubrimientos posteriores demostraron su función 
pleiotrópica, es decir que afectaba a un amplio grupo de tejidos (90).  
El receptor para el cual codifica el gen Notch se encuentra en varias especies y 
es altamente conservado entre ellas. En D. Melanogaster, en el erizo de mar 
Lytechinus variegatus, el cordado invertebrado Anfioxo y la rana Xenopus, solo se 
presenta un receptor. El gusano C. Elegans y el pollo tienen dos; mientras que el 
pez cebra, Danio rerio, cuatro al igual que el humano y el ratón (84).    
Notch es una proteína de 300 kDa, transmembranal, de paso único y constituida 
por múltiples dominios con funciones específicas (66, 93). Una de las 
características más sobresalientes de este receptor es que no solo actúa como 
receptor, sino también tiene funciones como factor de transcripción (30). Esta 
versatilidad está dada por la composición y función de sus diferentes dominios 
moleculares. 
En la membrana, el receptor se presenta como un heterodímero compuesto por 
un dominio extracelular (Notch Extra-Cellular Domain, NECD), uno intracelular 
(Notch Intra-Cellular Domain, NICD) y uno transmembranal (Figura 1-5). 
Para lograr la estructura heterodimérica, el receptor debe ser procesado por una 
proteasa furina en el aparato de Golgi, generando el fragmento intracelular y el 
transmembranal. Posteriormente, en el trans-golgi, estos fragmentos son 
reensamblados para conseguir el receptor heterodímerico de superficie 
membranal maduro (94). Este  primer sitio de acción de la furina en el aparato de 
Golgi, es conocido como el sitio de clivaje S1 (84). 
NECD contiene de 26 a 36 repeticiones similares al factor de crecimiento 
epidermal (EGF) esenciales para su unión al ligando y una región reguladora 
negativa (NRR). NRR consiste en tres repeticiones yuxtamembranales Lin-12-
Notch (LN) y un dominio C-terminal de heterodimerización, capaz de formar un 
complejo estable con NICD. Las LN modulan las interacciones entre NECD y 
NICD (32). En ausencia del ligando, la región NRR se pliega para proteger a 
Notch de la proteólisis mediada por las metaloproteasas ADAM, manteniendo 
inactiva la vía (82). 
NICD está constituido por 7 repeticiones de ankirina (ANK) y una región RAM 
(RBP-jk association module), enlazador que incluye una señal de localización 
nuclear. Estas regiones RAM y ANK están involucradas en la unión a la proteína 
de unión al DNA, CSL, con la cual se encuentran en el momento de formar el 
complejo de activación en el núcleo celular (84). NICD también contiene una 
segunda secuencia de localización nuclear y motivos OPA/PEST que median la 
degradación del dominio C-terminal de heterodimerización (30, 82). Los 
receptores Notch1 y 2 humanos, presentan un dominio de activación 
transcripcional (TAD) ubicado cerca a ANK, que interactúa con coactivadores 
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transcripcionales generales tales como el factor asociado a p300/CBP y p300 
(84).  
El número de repeticiones EGF depende del receptor. Los receptores Notch1 y 2 
tienen 36 repeticiones; Notch3, 34 y Notch4, 29. Comparaciones entre las 
secuencias de aminoácidos en cada repetición EGF muestran que existe más 
homología entre repeticiones posicionadas de forma similar en los receptores 
Notch en diferentes especies, que entre diferentes repeticiones dentro de la 
misma molécula (84).  
Figura 1-5: Receptor Notch 
 
§ Ligandos 
Los ligandos del receptor Notch, Delta y Jag/Ser, pertenecen a la familia de 
proteínas DSL. En D. Melanogaster, existe solamente un ligando Dll y uno Ser, 
mientras que C. Elegans tiene tres homólogos. Por otro lado, en pez cebra son 
evidentes cuatro Dll y tres Jag. En aves, dos Dll y dos Ser y, en humanos y 
ratones, tres Dll y dos Jag (30, 84).  
Los ligandos DSL son proteínas de superficie celular tipo 1, transmembranales y 
de paso único (32).  
A nivel extracelular están constituidos por múltiples repeticiones EGF y un 
dominio DSL (95, 96), mientras que intracelularmente se componen de dominios 
bastante cortos, pero esenciales para el funcionamiento normal (84) (Figura 1-6). 
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La principal diferencia estructural entre los ligandos Dll y Jag/Ser es que este 
último contiene, en la región extracelular, un mayor número de repeticiones EGF 
e inserciones entre estas. Además, cerca a la membrana, contiene una región 
rica en cisteína que está completamente ausente en los ligandos Dll (30). 
 
En la vía canónica, los ligandos DSL son los responsables de la mayoría de 
efectos de la señalización Notch, aunque también existe un amplio número de 
ligandos no canónicos capaces de activar la vía (95).  
 
Figura 1-6: Ligandos delta y Jagged/Serrate. 
 
Cada ligando parece tener diversas funciones. A pesar de la alta homología entre 
los dominios de los ligandos, existe evidencia que sugiere que las señales 
generadas a través de los ligandos pueden afectar tipos celulares específicos 
para cada receptor (97). Aun así, parece existir un alto grado de redundancia en 
células de mamíferos para mantener la actividad de Notch, sin descartar que 
cada ligando parece tener acciones únicas. Adicionalmente, los ligandos 
presentan actividad de señalización ligando independiente de Notch y sufren 
múltiples modificaciones postraslacionales, procesamiento proteolítico, 
endocitosis y trafico membranal, lo que contribuye a su multifuncionalidad (98). 
§ Genes diana 
A través de estudios con microarreglos se ha observado que el receptor Notch 
activa directamente genes que codifican para factores de transcripción maestros. 
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En particular, es evidente que activa de una forma dependiente del contexto 
celular a Pax6, Sox9 y Runx1, a inhibidores de la familia Id y a miembros de la 
familia Hes/Hey, siendo esta familia la mejor caracterizada (99). 
Otros genes diana de Notch incluyen proteínas y factores involucrados en el 
control del ciclo celular y procesos de supervivencia como: p21WAF1/Cip1,  
inhibidor quinasa dependiente de ciclina, que actúa como un sensor y un efector 
de señales antiproliferativas; Deltex, regulador positivo de la actividad de Notch; 
factor nuclear kappa B (NF-ƘB), factor de transcripción; ciclina D1, sensor 
mitogénico y activador alostérico de la quinasa dependiente de ciclina CDK4/6; 
CD25, gen diana en células T; c-myc, oncogene y regulador del ciclo celular; 
entre otros genes como ADAM19, los mismos Notch1 y 3; y hoxA5, 9 y 10 (66, 
100).  
Teniendo en cuenta las evidencias que involucran a los genes Hes y Hey en el 
desarrollo craneofacial nos enfocaremos en estos genes de ahora en adelante.  
Las proteínas para las que codifican los genes Hey y Hes contienen un dominio 
básico, el cual determina la especificidad de unión al DNA y un dominio hélix-
loop-helix (bHLH), que permite la formación de homo o heterodímeros (100). 
Estas proteínas son represores transcripcionales gracias a que sus dominios 
permiten la unión a co-represores transcripcionales como Groucho. La actividad 
de los genes Hes y Hey es muy dinámica y controlada temporalmente, el mRNA 
puede ser evidente 30 minutos después de la activación de la vía y las proteínas 
para las que codifican tienen una vida media corta (101). 
Los genes Hes (hairy/enhancer of Split) son homólogos mamíferos de los genes 
hairy Enhancer of Split (E(spl)) en D. Melanogaster (102). Fueron descritos 
inicialmente como genes neurogénicos en D. Melanogaster, debido a que los 
embriones carentes de su función mostraban un incremento en el número de 
neuroblastos a expensas de precursores epidermales (66). 
Se ha demostrado que los genes Hes promueven el mantenimiento de células 
madre y progenitoras y, regulan las decisiones de destino celular binario en 
diferentes órganos (102). Además, gracias a la actividad represora de estos 
genes, la vía de señalización Notch restringe la diferenciación neuronal y regula 
eventos del desarrollo, como la segmentación somítica (102-104). Otra 
característica importante de esta familia es la capacidad de autoregularse, 
produciendo patrones de expresión oscilatorios en algunos tejidos como somitas, 
extremidades y progenitores neuronales (101). 
Han sido reportados siete miembros en la familia Hes (1-7), aunque Hes4 no se 
ha identificado en el genoma del ratón (102).  
La expresión de Hes1 es bastante heterogénea, puede tener un comportamiento 
oscilatorio del que no se conoce su función. Se ha observado que es requerido 
para el mantenimiento de células madre y que la persistencia de altos niveles de 
expresión inhibe la proliferación y diferenciación. Por otro lado, es expresado 
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ampliamente en el sistema nervioso en desarrollo, específicamente en células 
neuroepiteliales y gliales radiales y juega un papel importante en la generación de 
estructuras cerebrales de forma, tamaño y organización celular adecuadas, 
controlando el momento de diferenciación (102, 105).  
El gen Hes3 se expresa ampliamente en células neuroepiteliales, mientras que 
Hes5 en células gliales radiales. Los otros genes, Hes2 y Hes6 también se 
expresan durante el desarrollo del sistema nervioso, sin embargo, Hes6 tiene una 
función diferente, ya que inhibe a Hes1 gracias a la formación de un heterodímero 
no funcional (20, 102, 106). 
Además de la familia de genes Hes, los genes Hey son señalados como genes 
diana de la vía de señalización Notch (22).  
Se han identificado tres miembros de la familia Hey en mamíferos, Hey1, Hey2 y 
HeyL, además de su homólogo en D. Melanogaster, dHey. Todos codifican para 
una nueva subfamilia de proteínas bHLH relacionadas con Hairy. Esta familia de 
proteínas comparte algunas características con las proteínas codificadas por los 
genes Hes como: el dominio bHLH N-terminal y el dominio conservado, C-
terminal a la región bHLH. Una de sus diferencias radica en que las proteínas 
HES tienen una prolina invariable, que en el dominio básico de las proteínas HEY 
cambia por una glicina en el extremo C-terminal. Además, las proteínas HES 
poseen un motivo WRPW de interacción con Groucho, mientras que las HEY 
contienen un motivo YXXW (107).  
El gen HeyL se expresa en el prosencéfalo, en mesénquima de los AB, en el 
sistema nervioso periférico, el pronefros, el mesodermo presomitico y en la 
somitas del embrión de ratón en el estadio de desarrollo E9.5 y en estadios mas 
tardíos en riñón, timo, ganglios espinales y dientes (108). 
Hey1 y 2 han sido detectados durante el desarrollo de somitas y corazón. 
Adicionalmente Hey1 se expresó durante diferentes etapas de la embriogénesis 
del ratón en estructuras como la alantoides, la aorta dorsal, las hendiduras 
branquiales, las vesículas óticas, extremidades y otros sectores de la región 
craneofacial. Mientras que Hey2 se evidenció por medio de ISH en las somitas, 
en vesículas óticas, en los AB, en los nervios espinales, los ganglios craneales, el 
telencéfalo, en la parte distal del arco maxilar, en el arco mandíbula y los 
procesos nasales. Aunque su expresión coincide con la de Hey1 en sitios como 
las somitas, en otros lugares como los folículos de los bigotes, estos dos genes 
presentan un patrón de expresión complementario (22).   
1.4.2 Activación de la vía de señalización Notch 
La vía de señalización Notch se activa cuando se unen el receptor y el ligando 
expresados por células vecinas que hacen contacto (Figura 1-7). En esta unión se 
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involucran las repeticiones EGF, que hacen parte de las porciones extracelulares 
de ligandos y receptores. Gracias a análisis de deleciones y ensayos de 
agregación, se sabe que las repeticiones de EGF 11-12 en el NECD del receptor 
Notch son necesarias y suficientes para mediar la unión a los ligandos DSL (96). 
Sin embargo, otra investigación sugiere que las repeticiones 5-9 y 25-36 también 
colaboran con esta unión (109). 
 
La unión del ligando al receptor promueve varios clivajes proteolíticos en el 
receptor. Aunque, existe un clivaje anterior a estos (S1), mediado por la familia de 
las furinas y esencial para el funcionamiento del receptor en mamíferos. S1 se 
lleva a cabo en el aparato de Golgi durante el proceso de secreción y es el 
responsable de la morfología que se expresa en la membrana celular, un receptor 
heterodimérico (32, 71, 90, 92).  
 
El segundo clivaje (S2), se da una vez el receptor se ha unido al ligando y es 
catalizado por la familia de las metaloproteasas ADAM. La unión del NECD al 
ligando genera un cambio conformacional que expone el sitio S2 a la acción de la 
metaloproteasa generando la disociación de NECD y NICD en la membrana, lo 
que a su vez resulta en la activación del receptor (32).  
 
Posteriormente, el tercer y cuarto clivajes (S3 y S4) son mediados por gamma 
secretasa (γ secretasa), un complejo enzimático que contiene presenilina, 
nicastrina, PEN2 y APH1 (66). Este clivaje concluye en la liberación de NICD (32). 
La liberación de NICD, permite que este dominio sea llevado al núcleo y allí actúe 
como coactivador transcripcional. NICD no se puede unir directamente al DNA, 
así que heterodímeriza con la proteína de unión a DNA, RBP-J (recombination 
signal sequence-binding protein Jk, también llamada CSL o CBF1 en vertebrados, 
Su(H) en D.Melanogaster y LAG-1 en C.Elegans) y activa la transcripción de 
genes que contienen sitios de unión a RBP-J (32, 66). Esta unión incluye además 
a coactivadores como Mastermind (Mam), que se unen para formar un complejo 
de activación (Figura 1-7). Una vez formado el complejo activador se reclutan 
factores de transcripción generales y las acetiltransferasas p300, PCAF y GCN5, 
las cuales generan la acetilación de la cromatina y promueven la reunión de 
complejos de iniciación y de elongación (32). 
La activación de la vía es finalizada por la degradación de NICD mediada por una 
ubiquitin ligasa, facilitada por Mam e involucra a la quinasa8 dependiente de 
ciclina (CDK8), la cual fosforila a NICD, convirtiéndola en sustrato para la ubiquitin 
ligasa, SEL10. Es así como, la destrucción de Notch lleva a la separación del 
complejo de activación (32). 
Sin el contacto con el ligando, el receptor Notch es mantenido en un estado 
autoinhíbido y resistente a proteasas (110). Mientras que intranuclearmente la 
ausencia de NICD genera la unión de RBP-J a un sitio de unión de baja o alta 
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afinidad junto a co-represores transcripcionales que inhiben activamente la 
expresión de la mayoría de genes diana de la vía Notch (111). 
 
Figura 1-7: Activación de la vía de señalización Notch. 
 
1.5 Relación entre la formación de los arcos branquiales 
y la vía de señalización celular Notch 
El desarrollo de los AB, especialmente de AB1, ha demostrado ser una etapa 
crucial en la morfogénesis facial. Algunas patologías como el síndrome de 
deleción 22q11, han permitido relacionar la vía de señalización Notch con el 
desarrollo de estas estructuras (20). Como esta, existen diferentes 
investigaciones que, de una u otra forma, han estudiado algunos de los 
componentes de la vía, usando diferentes modelos animales como ratón, pez 
cebra o pollo y la han relacionado con la formación del complejo craneofacial, 
inclusive con la de los AB (20, 21, 23-27, 112-115). 
A continuación se presentaran los antecedentes que existen sobre la relación de 
los componentes de la vía de señalización Notch y el desarrollo de los AB. 
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1.5.1 Receptor Notch1 
Durante el estudio de los patrones de expresión de los genes Delta1, Notch1 y 
Ser1 en neurogénesis del embrión de pollo, se identificó la expresión del receptor 
Notch1 a lo largo de las placodas epibranquiales y en mesénquima, endodermo y 
ectodermo branquial (116).  
De la misma forma otra investigación acerca de la coexpresión de Notch1 y los 
ligandos Ser, también describe la presencia de Notch1 en los AB durante su 
desarrollo (117).  
A pesar de que estas investigaciones reportan la expresión de este gen durante 
los estadios HH18 a HH21 (periodo importante para la formación de los AB en el 
embrión de pollo), no se describe en detalle esa expresión, no se profundiza 
acerca del posible papel en esta etapa del desarrollo, ni tampoco se reporta la 
presencia en estadios tempranos de la formación de los AB. 
1.5.2 Receptor Notch2 
Las mutaciones en Notch2 se presentan en algunos individuos (humanos y 
ratones) afectados con el síndrome de Alagille. Este síndrome compromete la 
formación de diferentes órganos como el hígado, corazón, ojos, esqueleto, 
riñones y SNC, pero además presenta rasgos faciales característicos, como el 
maxilar y la mandíbula pequeños, sugiriendo el compromiso de este gen en la 
formación adecuada de la cara y posiblemente en los AB al comprometer algunos 
de los derivados (114, 118). 
La investigación que usó como modelo animal de estudio el pez cebra, encontró 
que de los cuatro receptores de Notch, únicamente Notch2 se expresó en el área 
de los AB con un patrón DV durante los estadios 28-36 hpf (estadios de formación 
de AB en pez cebra). Este patrón se caracterizó por ser más fuerte en las CCN 
más ventrales de los AB y más leve y coincidente con Jag1b y Hey1 en las CCN 
más dorsales. Este estudio concluyó que la señalización mediada por Jag1b-
Notch2 limita la extensión dorsal de la expresión génica ventral y ayuda a 
determinar la morfología esquelética dorsal de AB1 y  sobretodo de AB2 (23). 
1.5.3 Ligando Jag1/Ser1 
Trabajos previos hallaron mutaciones en Jag1/Ser1 en un amplio porcentaje (65-
94%) de individuos con síndrome de Alagille. Esta condición autosómica 
dominante compromete de forma más severa las características faciales cuando 
se asocia a alteraciones en Jag1/Ser1, que cuando se relaciona con Notch2 (114, 
118-123). 
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Un estudio llevado a cabo en pez cebra, atribuyó a la señalización mediada por 
Jag1b/Notch2 la función de limitar la extensión dorsal de la expresión de genes 
ventrales, para determinar la morfología esquelética dorsal en AB1 y AB2. A esta 
conclusión llegaron gracias a estudios de ganancia y perdida de función donde la 
reducción en la expresión de Jag1b generó cambios en el desarrollo del 
esqueleto facial como: reducción leve de tamaño y cambios severos en la forma 
de estructuras esqueléticas dorsales mandibulares y hiodeas. Adicionalmente, el 
mismo estudio reportó la expresión de este gen en las CCN más dorsales y en las 
bolsas branquiales de AB1 y AB2, durante los estadios tempranos de la formación 
de los AB, haciéndose esta expresión más ventral en estadios posteriores y 
desapareciendo del endodermo en estadios aún más tardíos (23). 
Estos hallazgos complementan los de algunas investigaciones acerca de los 
patrones de expresión de Jag1/Ser1, donde se identificó al trascrito primario de 
este gen en las placodas craneales, excepto en la trigeminal, en la zona más 
profunda del ectodermo de las hendiduras branquiales y del endodermo que 
cubre las bolsas, durante el estadio del desarrollo HH14 del embrión de pollo. 
Además, durante el estadio HH18, se expresó en el margen anterior de las 
hendiduras (116).  
Adicionalmente, otro reporte también describió la expresión de este ligando 
durante los estadios HH18 a HH25 del embrión de pollo en los AB (117). 
1.5.4 Ligando Jag2/Ser2 
El análisis de la expresión de Jag2/Ser2 se analizó en diferentes estructuras en 
desarrollo del embrión de pollo, donde se evidenció la expresión de este gen en 
los AB en estadios tardíos de su formación, como HH18 a HH23. Sin embargo, la 
distribución exacta de dicha expresión y la confirmación de su presencia en 
estadios tempranos no fue analizada (117).  
Una de las investigaciones más importantes realizadas con este ligando se llevó a 
cabo en ratones mutantes nulos para Jag2/Ser2 y concluyó que este ligando 
juega un papel esencial durante el desarrollo de las extremidades, el timo y la 
región craneofacial. A esta conclusión llegaron en vista de las muertes perinatales 
debido a las severas malformaciones, especialmente las craneofaciales. Estas 
malformaciones incluyeron paladar fisurado, fusión de las porciones dorsales de 
la lengua con las mitades palatinas que no se habían elevado, así como defectos 
en el linaje de células T, en el timo y en extremidades (26). Esta investigación 
reportó expresión fuerte en el epitelio de los AB durante el estadio E10.5 (en ratón 
los AB se forman a partir del estadio E8.5) y persistencia de la misma en estadios 
del desarrollo más avanzados, en las estructuras derivadas. Los diferentes 
hallazgos también coinciden con los realizados en 1997, donde se detectó la 
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expresión de este ligando en el epitelio orofaríngeo y el timo en desarrollo, 
durante estadios similares en ratón (124). 
Otra investigación realizada también en ratones, demostró la presencia de Jag2 
en el epitelio de las mitades palatinas y en el que recubre la lengua, en estadios 
del desarrollo tardíos, donde se lleva a cabo la palatogénesis (E13.5-E15.5). Este 
estudio además demostró que la haploinsuficiencia de Jag2 puede generar 
alteraciones craneofaciales como paladar fisurado por deficiencia en la regulación 
de la diferenciación del epitelio oral (27). A pesar de estar ubicada en estadios 
tardíos es un antecedente importante en el papel que puede desempeñar la vía 
en la formación de estructuras como los AB de donde se derivan las estructuras 
comprometidas en este caso. 
Por otro lado, al usar otro modelo animal, como el pez cebra, se observó que 
evitar la expresión de Jag2/Ser2 por medio de morfolinos, genera alteraciones en 
el desarrollo del cartílago facial (25). Además, existen reportes de la expresión de 
este gen durante estadios tardíos de formación de AB en pez cebra (36 hpf), 
donde fue localizada en bajos niveles en las CCN dorsales que forman los AB 
(23). 
1.5.5 Ligando Dll1 
Durante el análisis de los patrones de expresión de Notch1, Ser1, Ser2 y Dll1, el 
único de estos componentes de la vía de señalización Notch, que no se expresó 
durante los estadios tardíos de formación de los AB del embrión de pollo, fue Dll1 
(117).  
1.5.6 Ligando Dll4 
La investigación llevada a cabo en embriones de pollo durante los estadios HH8 a 
HH30, que tenía como objetivo describir los patrones de expresión de Dll4, 
detectó expresión del gen en el área faríngea, pero sin detallar los sitios 
específicos. En este estudio la presencia de este componente de Notch se asoció 
a procesos de vasculogénesis en todo el organismo (33).  
1.5.7 Gen diana Hes1 
Ratones mutantes homocigotos nulos para Hes1 muestran malformaciones 
craneofaciales como: agenesia de bóveda craneal, base craneal anterior, paladar 
y lengua anormales y, maxilares cortos. Basados en estos resultados se sugirió 
un posible papel regulador de Hes1 en las CCN y sus derivados craneofaciales 
(21). A pesar de estos resultados, los análisis de estadios del desarrollo tan 
tardíos (E13.5-15.5) no permiten determinar si el efecto se presenta desde la 
formación de los AB o en estadios posteriores del desarrollo craneofacial.  
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A su vez, en otra investigación llevada a cabo en ratones mutantes nulos de 
Tbx1, gen implicado en el síndrome 22q11, se encontró disminución de la 
expresión de Hes1, especialmente en el mesodermo y endodermo faríngeo. Esta 
investigación reveló como la expresión de Hes1 es importante en el endodermo, 
ectodermo y mesénquima faríngeo durante el estadio E8.5-9.5 del desarrollo del 
ratón. Estos mutantes sufrieron alteraciones en las arterias de los AB y en la 
morfogénesis del timo. Además se sugirió que Hes1 podría estar corriente abajo 
de los receptores Notch3 o Notch4, genes también afectados en estos individuos. 
Gracias a estos resultados se concluyó que Hes1 podría tener un papel en la 
formación del aparato faríngeo, específicamente en el músculo liso vascular y en 
la proliferación celular a nivel del ectodermo faríngeo (20).  
1.5.8 Gen diana Hey1 
Durante el análisis de los patrones de expresión de Hey1 en embriones de ratón, 
se detectó su expresión en los estadios E8.5 y E9, a nivel de la primera hendidura 
branquial; durante el estadio E9.5 en la segunda hendidura branquial y la vesícula 
ótica y, un día más tarde en la fositas nasales, persistiendo hasta el estadio 
E11.5. Esos fueron los hallazgos más contundentes en estructuras relacionadas 
con los AB y la cara, sin embargo también mostró ligera expresión en el resto de 
la región craneofacial (22).  
En pez cebra, ha sido reportada la expresión de este gen en las CCN más 
dorsales y en el endodermo de las bolsas de AB1 y AB2 durante los estadios de 
formación de los AB (28-36 hpf). Posteriormente esta expresión se hizo un poco 
más ventral y luego desapareció del endodermo de las bolsas branquiales. 
Alrededor de las 36 hpf en el mesodermo más ventral de los AB, esta expresión 
se extendió justo ventral a la expresión de Jag1b. Este reporte refiere que los 
estudios de ganancia y perdida de función de Jag1b/Notch2, permiten concluir 
que Hey1 es un gen diana mediado por esta combinación ligando/receptor 
durante este estadio del desarrollo de los AB(23). 
1.5.9 Gen diana Hey2 
Hey2 fue detectado en la vesícula ótica y además en AB1 durante los estadios 
E8.5 a E10.5 del desarrollo del ratón. Los autores refieren que este gen presentó 
un patrón llamativo en la región craneofacial, caracterizado por su presencia en la 
parte distal del arco maxilar, a lo largo del arco mandibular en su aspecto rostral y 
alrededor de los procesos nasales laterales. Adicionalmente, durante el estadio 
E12.5, se localizó en los folículos del bigote de una forma complementaria a 
Hey1. Esta investigación sugiere que, dada la correlación con la señalización Dll-
Notch, es viable pensar que los genes Hey podrían participar en la vía Notch 
durante la decisión de destino celular y formación de límites. Sin embargo y a 
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pesar de estos importantes hallazgos, no es posible determinar en qué tejido 
específicamente se localizó la expresión, ya que la descripción se realizó basada 
en ISH en embriones completos, sin cortes histológicos (22).  
1.5.10 Gen diana HeyL 
Otro gen diana de la vía de señalización Notch, HeyL, ha presentado expresión 
en el mesénquima de los AB del embrión de ratón. El estudio que trata a este y a 
otros componentes de la vía de señalización Notch, ha demostrado como la 
expresión de este gen no se ve afectada en ratones mutantes Dll1-/- y Notch1-/-, 
a nivel de los AB. Por otro lado refiere como la presencia de este gen coincide 
con la expresión de Notch3 en el timo, pero en estadios del desarrollo tardíos, lo 
que parece indicar que podría no tener un papel importante en la formación de 
estructuras craneofaciales derivadas de los AB (112).  
1.6  Conclusiones 
La formación y desarrollo de los AB es similar en todas las especies. Es un 
proceso comandado en sus fases más tempranas por el endodermo faríngeo, 
reflejado en la formación de las bolsas faríngeas. Poco después se unen a este 
direccionamiento los cambios que sufre el ectodermo durante el establecimiento 
de las hendiduras branquiales. Estos dos tejidos son los encargados de 
segmentar la faringe para dar forma a los arcos, donde posteriormente se 
establece y crece el mesénquima derivado de CCN y del mesodermo paraxial, 
terminando de dar forma e identidad específica a cada AB.  
Es claro que las interacciones epitelio-mesenquimales juegan un papel clave en 
los cambios macroscópicos descritos. La viabilidad del componente ectodérmico 
y mesenquimal obedece principalmente a la señalización proveniente del 
endodermo faríngeo de las bolsas. Allí empieza una dinámica cascada de 
mensajes que relacionan gran cantidad de genes y vías de señalización celular. 
La combinación de estas señales genera cambios en los diferentes procesos 
celulares como proliferación, diferenciación y muerte celular, que se ven 
reflejados en la identidad específica de cada arco.  
Aunque en términos generales la composición de los arcos es sencilla, no lo son 
así sus patrones de expresión génica. Dadas las diversas estructuras que se 
originan a partir de estos, los patrones se hacen muy específicos dentro de la 
morfología de cada arco. Es así como las diferentes investigaciones muestran 
esta variación de la expresión con diferentes genes, incluidos algunos 
componentes de la vía de señalización Notch.  
A pesar de existir evidencia de que algunos miembros de la vía de señalización 
Notch están involucrados en la formación y desarrollo de los AB, no son claros los 
patrones de expresión en estas estructuras, ni el papel específico de la vía en los 
diferentes procesos celulares que se presentan durante su formación. Esto se 
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debe a la falta de investigaciones que abarquen el estudio de los patrones de 
expresión génica de todos los componentes de la vía de señalización Notch, 
desde etapas tempranas de desarrollo de estas estructuras y con descripciones 
suficientemente detalladas, como primer paso en la determinación del posible 
papel de la vía en la morfogénesis de los AB. 
 
  
2. Patrones de expresión de los genes 
Notch1, Serrate2, Hes1 y Hey1 durante los 
estadios iniciales de formación de los arcos 
branquiales en el embrión de pollo 
2.1 Materiales y Métodos 
2.1.1 Embriones de pollo 
Huevos fertilizados de gallina (Gallus gallus) se obtuvieron de una granja local, 
productora de huevos para el consumo humano. Los huevos fueron incubados 
entre 37.5ºC y 38.5ºC, con humedad  relativa (80%), hasta conseguir embriones 
en estadio de desarrollo HH14, HH16 y HH18, de acuerdo a la clasificación de 
Hamilton y Hamburguer (35) (Anexo B). Se llevaron a cabo 3 replicas por estadío, 
para cada gen (n=3). 
2.1.2 Fijación de embriones 
Una vez obtenidos los estadíos adecuados, los embriones se extrajeron en 
PBS/DEPC (Solución buffer fosfato/dietilpirocarbonato) para retirar las 
membranas extraembrionarias y confirmar su clasificación. Posteriormente se 
fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4% toda la noche (6-12 horas). Finalizada la 
fijación, los embriones se deshidrataron con un lavado en PBT (PBS/Tween 20) y 
series de metanol/PBT al 25%, 50%, 75% y 100% por 5 minutos cada uno. El 
último lavado en metanol/PBT al 100% se repitió y en esa solución se 
almacenaron a -20ºC. Todas la soluciones se prepararon con agua milli-Q tratada 
con DEPC para eliminar las RNasas (Anexos A y B).  
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2.1.3 Síntesis de ribosondas 
Para la construcción de las ribosondas se utilizaron plásmidos que contenían la 
secuencia de DNA codificante para los genes Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1 de 
pollo, obtenidos por cortesía de los profesores, Fernando Giraldez, del grupo de 
Biología del Desarrollo de la Universitat Pompeu Fabra-Parc de Reberca 
Biomedica de Barcelona y, Domingos Henrique, del Instituto de Medicina 
Molecular de la Universidad de Lisboa, Portugal. 
El DNA plasmidico se extrajó y posteriormente se amplificó a través de la cepa de 
bacterias Esterichia Coli TOP10®, suministrada por el laboratorio de 
Neurociencias del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. 
Estas bacterias se hicieron competentes por medio del método de cloruro de 
calcio, con el fin de preparar la membrana celular bacteriana para la entrada del 
DNA plasmídico (transformación). La transformación de las bacterias 
competentes se realizó por medio del método de choque térmico.  
Posteriormente se promovió el crecimiento de las bacterias transformadas en 
medio LB/ampicilina líquido, para luego realizar una miniprep con el kit de 
purificación de DNA (Quiagen®) con el objetivo de extraer y purificar el DNA 
amplificado y utilizarlo como molde para la construcción de las ribosondas (Anexo 
C).  
Después de la purificación, el DNA debió ser linearizado por medio de las 
enzimas de restricción EcoRI, BamhII y HindIII (Fermentas®), según el plásmido. 
A través de electroforesis en gel de agarosa al 1% se confirmó la presencia de 
DNA plasmídico circular y linealizado de los tamaños correspondientes.  
La síntesis de la ribosonda antisentido se llevó a cabo in vitro, utilizando RNA 
polimerasa T3 o T7, según el gen (Roche®) y nucleótidos marcados con 
digoxigenina UTP (DIG) (Roche®). Esta síntesis se purificó y confirmó por medio 
de electroforesis en gel de agarosa 1% (Anexo C).  
2.1.4 ISH en embriones completos 
La hibridación in situ fue llevada a cabo en los embriones completos siguiendo el 
protocolo facilitado por la doctora Carolina Parada (usado en el grupo de Biología 
del Desarrollo de la Universitat Pompeu Fabra-Parc de Recerca Biomedica de 
Barcelona) con algunas modificaciones (Anexo D).  
Los embriones se rehidrataron por medio de lavados en series de metanol/PBT 
del 75% al 25%. Después de un lavado en PBT se trataron con proteínasa K 1 
µg/ml, por un tiempo según el estadio de desarrollo del embrión (entre 10 y 15 
min). Posteriormente fueron lavados en PBT y refijados en PFA 4%.  
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Finalizada la fijación se realizaron 2 lavados con PBT y con la solución de 
hibridación. La hibridación se llevo a cabo a 65ºC con solución de hibridación y la 
sonda correspondiente a cada gen durante toda la noche. Posteriormente, los 
embriones se lavaron con solución I y III, 3 veces, durante 30 min cada lavado, a 
65ºC.  
Los siguientes pasos tenían como objetivo preparar los embriones para el 
anticuerpo anti-DIG y para la visualización de los nucleótidos marcados con DIG, 
por medio de lavados en TBST y solución de bloqueo. Después de la 
preparación, los embriones se mantuvieron toda la noche en la mezcla de 
solución de bloqueo y anticuerpo anti-DIG a 4ºC. El día siguiente se retiro la 
solución con el anticuerpo y se realizaron 5 lavados en TBST de 1 hora cada uno. 
Posteriormente se llevaron a cabo 3 lavados de 15 min en solución NTMT fresca 
y se procedió al revelado con la solución BCIP/NBT protegido de la luz entre 45 
min y 2 horas, dependiendo de la sonda. Una vez finalizado el revelado, se 
realizaron 4 lavados en PBT, una posfijación con PFA 4% por 30 min y un último 
lavado en PBT, donde se almacenaron, protegidos de la luz a 4º C (Anexo D). 
Una vez finalizada la ISH, los embriones se aclararon con series de lavados en 
metanol/PBT, PBT y glicerol al 50 y 80% (Anexo E), para luego ser fotografiados 
en el estereoscopio (Zeiss®), facilitado por el profesor Luis Fernando Cadavid, del 
laboratorio de Inmunología Evolutiva del Instituto de Genética de la Universidad 
Nacional de Colombia. 
2.1.5 Cortes histológicos 
Para confirmar los resultados evidenciados en los embriones completos se 
llevaron a cabo cortes sagitales y coronales, de 16 µm de espesor. Se utilizaron 
los mismos embriones de la ISH después de ser sobrerevelados y procesados 
con sucrosa y OCT y, posteriormente embebidos en OCT para ser congelados 
(Anexo E).  
Los cortes de los embriones congelados se realizaron en el criostato (Leica®) 
facilitado por la profesora Zulma Dueñas, del Departamento de fisiología de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.  
Las laminas con cortes se montaron con glicerol al 80% y se fotografiaron en 
microscopio (Axio A2, Zeiss®), facilitado por la profesora Myriam Velandia, del 
laboratorio de virología de la Universidad del Bosque. 
2.2 Resultados 
Los patrones de expresión génica se describieron teniendo en cuenta los 
hallazgos conseguidos por medio de la técnica ISH en embriones completos y de 
los cortes histológicos de los mismos, en sentido coronal y sagital.  
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Para confirmar que las ribosondas sintetizadas detectaron el RNAm adecuado, se 
tomaron como controles positivos descripciones realizadas en publicaciones 
previas, donde se reportaron sitios de expresión de los genes de interés (Figura 
2-8). 
El control positivo del gen Notch1, es la expresión en la vesícula ótica durante los 
estadios HH14 y HH17 (77, 125). Para Ser2, es la expresión en la zona 
intersomítica durante el estadio HH24 (117) y para los genes diana, Hes1 y Hey1, 
la zona intersomítica en estadio HH18-19 y la vesícula ótica en el estadio HH16-
19, respectivamente (77) (Figura 2-8). 
Esta descripción se enfoca en los primeros tres AB, sus bolsas y hendiduras, ya 
que son los que se identifican claramente durante estos estadíos de desarrollo y 
son los de mayor importancia para la morfogénesis facial. 
Figura 2-8: Controles positivos. A, expresión positiva de Notch1 en vesícula ótica durante el 
estadio HH14. B, expresión positiva de Ser2 en región intersomítica durante el estadio HH24. C, 
expresión positiva de Hes1 en región intersomítica en estadio HH19. D, expresión positiva de 
Hey1 en vesícula ótica en estadio HH18. E-D, ISH de estudios previos que coinciden (77, 117, 
125). Cabeza de flecha: sitios de expresión positiva. 
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2.2.1 Patrones de expresión de Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1 
durante el estadio de  desarrollo HH14 
Las principales características de este estadio del desarrollo son: la aparición de 
22 pares de somitas, la formación de un ángulo recto entre el eje del cerebro 
anterior y el posterior y, la presencia de AB1, AB2 con sus bolsas y hendiduras.  
Uno de los hallazgos, que no fue propósito de esta investigación, pero que llamó 
la atención, fue la diferencia en el tiempo de incubación requerida para obtener 
este estadio de desarrollo. Según la clasificación de Hamilton y Hamburguer (35), 
este estadio se logra con 50 a 53 horas de incubación, sin embargo, en esta 
investigación se consiguió entre 72 y 84 horas de incubación, sin repercusión en 
el desarrollo normal del embrión. 
Por medio de ISH en embriones completos, los genes Notch1 y Ser2, no 
presentan señal en los arcos y hendiduras formados en este estadio, ni en la 
zona donde en un futuro se encontrarán los otros arcos en los embriones 
completos (Figura 2-9, A, B, E y F). Para confirmar estos hallazgos se realizaron 
cortes histológicos en sentido sagital, donde se evidencia una señal muy leve y 
generalizada de Notch1 en el área faríngea y se confirma la ausencia de señal de 
Ser2 (Figura 2-9, C, D, G y H).  
El gen Hes1 muestra una expresión ligera a nivel del ectodermo que cubre AB1, 
esta expresión se observa en el embrión completo y se confirma con el corte 
sagital y coronal  (Figura 2-9, I-L).  
Por otro lado, el gen Hey1 en los embriones completos, tiene expresión positiva, 
muy clara a nivel de la primera, segunda y tercera hendidura branquial, esta 
última en proceso de formación (Figura 2-9, M-P). Los cortes histológicos 
confirman que esta expresión tiene un patrón más marcado en la porción más 
dorsal de la primera hendidura branquial, mientras que en la segunda y tercera, la 
expresión es más uniforme a lo largo de toda la hendidura (Figura 2-9, O-P).    
En esta etapa, la señal de los genes Notch1 (Figura 2-8, A y 2-9, A), Hes1 (Figura 
2-9, G, I y Hey1 (Figura 2-9, L), también es positiva a nivel de la vesícula ótica y 
de Hes1 en la vesícula óptica (Figura 2-9, G). Sin embargo, el gen Ser2 no tiene 
expresión en ninguna estructura craneofacial (Figura 2-9, D). 
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Figura 2-9: Patrones de expresión de los genes Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1, durante el estadio de 
desarrollo HH14. A, B, E, F, I, J, M, N, vista sagital de embriones completos. C, G, K, O, corte 
sagital. Cabeza de flecha indica señal positiva. VO: vesícula ótica. Escala en la imagen.  
 
2.2.2 Patrones de expresión de Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1 
durante el estadio de desarrollo HH16 
Durante este estadio del desarrollo se observa una ligera condensación del 
mesodermo que corresponde al primordio de las extremidades. Se han formado 
de 26 a 28 somitas, aunque son más difíciles de identificar. La flexión del embrión 
es más acentuada. La tercera hendidura branquial aun tiene forma ovalada y ya 
se identifica AB3. El cerebro anterior se ha alargado y las constricciones del 
cerebro son más profundas. Este estadio, según Hamilton y Hamburguer, se logra 
entre las 51 y 56 horas de incubación, sin embargo, en esta investigación se 
obtuvo entre las 84 y 96 horas. 
Patrones de expresión de los genes Notch1, Serrate2, Hes1 y Hey1 durante los 
estadios iniciales de formación de los arcos branquiales en el embrión de pollo 
 
 
36 
Esta fase del desarrollo presenta un cambio en el patrón de expresión de los 
genes analizados. Notch1 y Ser2 presentan expresión positiva muy ligera, sobre 
todo Notch1, a nivel del ectodermo que cubre los tres primeros AB, expresión 
observada con ligera intensidad en los embriones completos, pero confirmada en 
los cortes histológicos (Figura 2-10, A-H). Notch1 también se identifica en el 
mesénquima branquial de forma leve y uniforme en los tres arcos formados hasta 
ese momento (Figura 2-10, A, B). La expresión de estos dos genes coincide  
únicamente a nivel del ectodermo (Figura 2-10, C, D, G, H). El corte coronal de 
Notch1 muestra que la expresión se localiza sobre la mitad mas lateral del arco, 
es decir sobre el mesénquima más cercano al ectodermo (Figura 2-10, D). 
Por otro lado los genes Hes1 y Hey1, concentran sus señales en las bolsas y 
hendiduras faríngeas. La expresión de Hes1 se observa claramente a nivel de 
todo el endodermo y ectodermo faríngeo, pero es negativa en el mesénquima 
(Figura 2-10, K, L). Hey1 se encuentra en las hendiduras branquiales con una 
intensidad importante, de forma moderada en el primordio de la prominencia 
maxilar y leve en el mesénquima más cercano al reborde inferior de AB2 (Figura 
2-10, M, N). Los cortes sagital y coronal confirman la presencia muy concentrada 
en el ectodermo que forma las hendiduras y en el mesénquima más caudal de 
cada arco y más cercano al ectodermo. 
Adicionalmente, el gen Hey1 se expresa en la vesícula ótica, óptica, un poco más 
coronal en la placoda trigeminal y con gran intensidad en la fosita nasal (Figura 2-
10, M). 
Figura 2-10: Patrones de expresión de los genes Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1, durante el estadio 
de desarrollo HH16. A, B, E, F, I, J, M, N, vista sagital de embriones completos. C, G, K, O, corte 
sagital. D, H, L, P, corte coronal. Cabeza de flecha indica señal positiva. VO: vesícula ótica. PT: 
placoda trigeminal. Escala en la imagen.  
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2.4.3 Patrones de expresión de Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1 
durante el estadio de desarrollo HH18 
El análisis de la expresión génica también se llevó a cabo en el estadio HH18, 
caracterizado por la elongación de los brotes de las extremidades, siendo los 
inferiores más largos que los superiores. Durante esta fase se presentan de 30 a 
36 somitas, el embrión esta mucho más curvado, formando un ángulo recto entre 
el eje de la medula espinal y el tronco posterior, además, el punto de flexión se 
encuentra más cerca de la zona lumbar. El proceso maxilar aún no es claro o es 
ligeramente visible y la cuarta hendidura no se diferencia.  
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En este estudio se llegó a este estadio del desarrollo aproximadamente a los 4 a 
4.5 días de incubación, un día más tarde de lo reportado por Hamilton y 
Hamburguer (35).  
La expresión de los genes Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1 en los embriones 
completos y en los cortes coronales y sagitales, presenta un patrón similar al 
estadio HH16 pero un poco más marcado (Figura 2-11). Notch1 tiene señal 
positiva en el ectodermo que cubre a los tres primeros AB y donde se está 
desarrollando AB4, adicionalmente presenta expresión en el área de la 
prominencia maxilar, en la porción más ventral de AB2, en la vesícula ótica y muy 
ligeramente en la prominencia mandibular (Figura 2-11, A-D). El corte coronal 
vuelve a mostrar la expresión más localizada en el mesénquima más lateral de 
cada arco.  
Ser2 superpone su expresión con Notch1 a nivel del ectodermo que cubre los 
arcos, aunque sigue siendo muy leve. Adicionalmente se expresa ligeramente en 
el mesénquima de AB1 y AB2 (Figura 2-11, E-H).  
Por otro lado, persiste la expresión positiva de Hes1 en las bolsas y hendiduras 
faríngeas y específicamente en todo el endodermo y ectodermo faríngeo, como 
se puede observar en el corte coronal (Figura 2-11, L). Esta expresión es tan 
localizada, que en los embriones completos sometidos a ISH no es fácil percibir 
esta expresión, al igual que en los cortes sagitales, donde solo a la profundidad 
más cercana a la línea media se percibe algo de expresión, diferente a lo 
encontrado en el corte coronal (Figura 2-11, I-L). 
El gen Hey1 acentúa su expresión en las hendiduras faríngeas, así como 
ligeramente en el mesénquima más cercano al ectodermo de los tres primeros 
AB. En los embriones completos se continúa observando una expresión difusa 
que dibuja las hendiduras branquiales. El corte coronal revela claramente la 
expresión muy localizada en el ectodermo de las tres primeras hendiduras y como 
esta expresión se extiende al mesénquima más cercano e inclusive se observa 
expresión a nivel del endodermo (Figura 2-11, M-P). Es importante tener en 
cuenta que en este momento del desarrollo, AB1 se esta diferenciando en 
prominencias maxilar y mandibular y allí la expresión de este gen es evidente. En 
los cortes coronales más profundos disminuye la expresión en el epitelio pero 
permanece en el mesénquima, lo que hace más evidente la expresión localizada 
en las hendiduras branquiales. El corte sagital revela la expresión en el 
mesénquima más caudal de cada AB y la expresión más marcada en el 
ectodermo más cercano a ese mesénquima.  
Adicionalmente persiste la expresión de Notch1 en la vesícula ótica (Figura 2-11, 
B), de Hey1 en el ganglio del trigémino, la vesícula ótica y la fosita nasal (Figura 
2-11, M) y, es menos evidente la expresión de Hes1 en la vesícula ótica (Figura 
2-11, I-K). 
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Figura 2-11: Patrones de expresión de los genes Notch1, Ser2, Hes1 y Hey1, durante el estadio 
de desarrollo HH18. A, B, E, F, I, J, M, N, vista sagital de embriones completos. C, G, K, O, corte 
sagital. D, H, L, P, corte coronal. Cabeza de flecha indica señal positiva. VO: vesícula ótica. E: ojo. 
GT: ganglio del trigémino. FN: fosita nasal. Escala en la imagen. 
 
 
 
2.3 Discusión 
Diferentes investigaciones han detectado la presencia y/o el compromiso de 
algunos componentes de la vía de señalización Notch en la formación de los AB, 
precursores del desarrollo facial (20, 21, 23-27, 112-115). Esta investigación 
pretende describir los patrones de expresión de algunos miembros de esta vía de 
señalización, durante las fases iniciales de la formación de los AB, para dar el 
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primer paso en la determinación de su papel en el desarrollo de estas estructuras. 
La decisión de analizar los estadios tempranos se basó en que durante estos 
estadios se forman AB1 y AB2, los más importantes para la morfogénesis facial y 
los estadios menos estudiados previamente.  
Por medio de la técnica de ISH, aplicada a embriones de pollo en estadios del 
desarrollo HH14, HH16 y HH18 y confirmando en cortes histológicos en sentido 
sagital y coronal, se detectaron los patrones de expresión de los genes que 
codifican para el receptor Notch1, el ligando Ser2 y los genes diana Hes1 y Hey1.  
Esta investigación demostró que estos genes se expresan y tienen un patrón 
característico durante el establecimiento de AB1, AB2 y AB3; sugiriendo así que 
la vía si podría desempeñar alguna función durante su formación. 
2.3.1 Expresión de genes Notch1 y Ser2 durante los estadios 
HH16 y HH18 
Durante el estadio más temprano analizado, HH14, la expresión de los genes 
Notch1 y Ser2  no se detectó de forma significativa. En esta fase del desarrollo 
son evidentes AB1 y AB2 con sus respectivas bolsas y hendiduras. Esto podría 
sugerir que la vía no tiene una función a través de estos genes en la formación 
temprana de los AB o que la expresión es tan baja que no se puede detectar por 
medio de esta técnica. No es posible descartar aun la participación de la vía 
durante este periodo de desarrollo, ya que podría estar ejerciendo alguna función 
a través de otros ligandos o receptores no analizados en esta investigación.  
En el estadio HH16 la expresión de ambos genes se observó en el ectodermo 
que cubre los AB que hasta el momento se habían formado. Adicionalmente el 
gen Notch1 también se detectó en el mesénquima de AB1 y AB2, característica 
que no presentó Ser2. Posteriormente persiste el mismo patrón, con la diferencia 
que Ser2 se observa en el mesénquima, aunque con una intensidad más leve que 
Notch1. Es importante tener en cuenta que aunque estas señales sean más 
visibles, si se compara con la expresión en sitios como la vesícula ótica para el 
gen Notch1, la expresión en los AB es de menor intensidad.  
Algunos hallazgos de esta investigación coinciden con publicaciones previas 
donde se detectó a Notch1 en el área faríngea durante el estadio HH18 (116). Sin 
embargo, se reportó la expresión del gen en mesénquima, endodermo y 
ectodermo, mientras que en nuestro caso solo fue detectada en el ectodermo y 
ligeramente en el mesénquima más ventral de los AB. De la misma forma la 
expresión tardía en el mesénquima de Ser2 podría coincidir con la expresión 
tardía hallada en las CCN de los AB de pez cebra (23). 
Otro hallazgo en común, es el reporte de la coexpresión de Notch1 y Ser2 
durante el estadio HH18 en los AB, aunque ese reporte no aclara en que sitios 
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específicos fueron detectados, haciendo difícil asegurar una coincidencia 
completa de los resultados (117). 
Por otro lado, podría tener coherencia el hecho de que la expresión de Ser2 
parece ir aumentando a medida que trascurre el desarrollo, con el hallazgo 
reportado en etapas más tardías del desarrollo del ratón, específicamente durante 
la palatogénesis, donde el gen homólogo de Ser2, Jag2, se expresó ampliamente 
en el epitelio oral (27). Es decir que es posible esperar que la expresión siga 
aumentando a medida que progresa el desarrollo en el embrión de pollo, hasta 
tener un nivel importante durante la formación del paladar. Es importante 
completar el análisis en estadios más tardíos del desarrollo del embrión del pollo 
y los estadios tempranos en el embrión de ratón para confirmar esta hipótesis.  
El patrón de expresión de estos genes, caracterizada por una expresión tardía, 
que va aumentado, podría obedecer a los cambios que requiere la interacción 
entre el ectodermo y el mesénquima para dar origen a las estructuras derivadas 
directamente de los arcos como las prominencias mandibular y maxilar o los 
cartílagos derivados. La actividad mediada por esta combinación de ligando y 
receptor, ya se había analizado en investigaciones con ratones mutantes para 
Jag2, donde se ve comprometida la formación del paladar (26). Otra investigación 
refiere que la expresión de Notch1 se ve disminuida en ratones deficientes de 
Jag2, concluyendo que la señalización Notch1-Jag2 juega un papel importante en 
palatogénesis al regular la diferenciación del epitelio (27). Adicionalmente, podría 
coincidir con los reportes que describen defectos en el cartílago facial en peces 
cebra deficientes de Jag2/Ser2 (25).  
Es así como los patrones observados en esta investigación son coherentes con la 
expresión tardía durante la formación del paladar y otras estructuras faciales y, 
con los fenotipos descritos previamente en mutantes deficientes de estos dos 
genes. Sugiriendo que la vía mediada por el receptor Notch1 y el ligando Ser2 
podría tener un papel regulador durante etapas tardías del desarrollo de los 
arcos, donde se presentan interacciones epitelio-mesenquimales que llevan a la 
diferenciación de cada arco en sus distintos derivados.   
2.3.2 Expresión del gen Hes1 en el endodermo y ectodermo  
faríngeo 
Como se ha reportado en diferentes estudios, el endodermo faríngeo, juega un 
papel muy importante durante los estadios tempranos del desarrollo, dirigiendo la 
formación de los AB (38, 39, 126).  
Esta investigación muestra como el gen Hes1 se expresa durante todos los 
estadios analizados, especialmente fuerte en el endodermo y ectodermo faríngeo 
durante los estadios HH16 y HH18, sugiriendo que puede tener un papel en la 
segmentación y establecimiento inicial de los AB. Este hallazgo coincide 
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parcialmente con reportes previos que hallaron la expresión de Hes1 en el 
ectodermo, mesodermo y endodermo faríngeo en estadios tempranos de la 
formación de los AB del ratón (E8.5-9.5). Sin embargo, nuestras pruebas no 
muestran evidencia de la expresión de este gen en el mesénquima durante estas 
etapas tempranas del desarrollo del embrión de pollo como se observa en etapas 
homólogas de la formación del ratón (20).  
Por otro lado, la no correspondencia de esta expresión con el receptor Notch1 y el 
ligando Ser2 podría sugerir que este gen diana se encuentra corriente abajo de 
otros receptores y ligandos de la vía Notch o podría ser activado por otra vía de 
señalización celular. Esta hipótesis también fue tratada en estudios previos donde 
se sugiere que en el desarrollo del aparato faríngeo y sus derivados, Hes1 podría 
actuar corriente abajo de Notch3 o Notch4 o como resultado de la activación de 
otras vías como Shh (20). Sin embargo, en este caso es improbable esta 
situación, ya que en el modelo animal usado en esta investigación, no existen los 
receptores Notch3 y 4. Adicionalmente, en otro estudio se observó que la 
señalización Notch mediada a través del ligando Dll1 activa a Hes1 y tiene un 
efecto positivo en proliferación celular, manteniendo el balance correcto entre 
proliferación y diferenciación celular, en linfoma de células B (127). Es así como 
es evidente que la activación de Hes1 podría estar mediada por otros miembros 
de la vía de señalización Notch.  
Hes1 es un represor tanscripcional que puede ejercer su función manteniendo las 
células progenitoras, determinando el destino celular binario y/o regulando el ciclo 
celular. Se ha reportado su participación en la regulación de diferenciación y 
proliferación durante el desarrollo del sistema nervioso y el digestivo, así como en 
el proceso de segmentación somítica (102). El patrón de expresión de este gen 
puede cambiar sus características según el sitio donde se este expresando. 
Cuando la expresión se ubica en compartimientos, pueden existir células con alta 
expresión y otras con bajos niveles, mientras que en las zonas que son límites 
anatómicos, las células presentan altos niveles, como es el caso de las 
hendiduras y bolsas faríngeas. En estas zonas limitantes donde se encuentran 
altos niveles de expresión, se ha observado proliferación celular lenta así como 
retraso en la diferenciación celular. Las bolsas sobretodo establecen el límite 
anatómico entre uno y otro arco, siendo coherente esta alta y localizada 
expresión durante este proceso de segmentación del área faríngea. De la misma 
forma, este tipo de comportamiento se encuentra durante el desarrollo del 
sistema nervioso. Por otro lado, también se ha visto como la expresión de Hes1 
puede tener un patrón oscilatorio, actuando como un reloj biológico, típico de la 
formación de estructuras segmentadas como las somitas o los AB (102). 
Es así como podríamos suponer que el gen diana Hes1 no es gen efector de la 
vía de señalización mediada por Ser2/Notch1, pero sí tal vez por otros genes 
componentes de la vía Notch no estudiados en esta investigación o de otra vía de 
señalización como Shh. Además, por su ubicación es posible pensar que tiene un 
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papel regulador en la proliferación y diferenciación celular necesarias para 
segmentar el área faríngea y así establecer los AB. 
2.3.3 Expresión del gen Hey1 en el ectodermo faríngeo 
La expresión tan localizada de Hey1 en estadios tempranos a nivel de las 
hendiduras podría estar implicada en el cambio de forma del ectodermo o en la 
represión del crecimiento en estas zonas para dar la forma a las mismas, como 
ha sido sugerido para las moléculas BMP (4). La expresión de Hey1 hallada en 
este estudio, coincidió desde estadios tempranos, con la expresión encontrada en 
ratones desde el estadio E8.5 (22), el cual correspondería con el estadio HH14 en 
el embrión de pollo. La única diferencia radica en que en esta investigación la 
expresión desde el primer estadio analizado fue similar en las tres primeras 
hendiduras, mientras que en el reporte previo se presentó inicialmente en la 
primera hendidura y a medida que transcurría el desarrollo en las siguientes. 
El patrón de expresión detectado para Hey1 no tiene coherencia con la expresión 
de Ser2 y Notch1, queriendo decir que este no es un gen diana de la vía de 
señalización mediada por Ser2/Notch1. Esto podría coincidir con reportes previos 
donde Hey1 se sobrepuso con la expresión del ligando Ser1 (116) y con el 
estudio en pez cebra donde la señalización de la vía mediada por Jag1/Notch2 
demostró usar como efector a Hey1. Sugiriendo que en el caso de los AB, el gen 
Hey1 puede ser activado por la función de Ser1/Notch2 y no por Ser2/Notch1 o 
inclusive podría ser activado por Bmp2, quien ha mostrado activar a Hey1 durante 
procesos de diferenciación osteoblástica (128). 
Esta investigación en pez cebra además difiere en cuanto al sitio de expresión del 
gen Hey1, ya que allí se reporta  esta ubicación en las CCN mas dorsales y en el 
endodermo de AB1 y AB2, contrario a nuestros hallazgos, donde la expresión se 
localizó en el ectodermo y solo un poco más tarde en el mesénquima más 
cercano a las hendiduras. 
Por su ubicación y momento de expresión es viable pensar en la participación de 
este gen en la regulación de la proliferación celular en las hendiduras, lo que 
permite dar una morfología específica a cada arco o también en la limitación de 
expresión génica dentro del mesénquima, como ocurre en pez cebra (23). 
2.4 Conclusiones 
- Bajo las condiciones de este laboratorio la obtención de los diferentes estadios 
de desarrollo en el embrión de pollo, toman entre 1 y 1.5 días más de incubación, 
comparado con los reportes de Hamilton y Hamburguer (35), sin que esto 
signifique alguna alteración en el desarrollo del mismo.  
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- Los componentes de la vía de señalización Notch analizados en esta 
investigación están presentes durante los estadios HH14 a HH18 del desarrollo 
del embrión de pollo y manifiestan patrones específicos. 
- Durante los estadios iniciales de formación de los AB, la señalización mediada 
por Ser2 no tiene una presencia lo suficientemente fuerte que permita sospechar 
de una función importante en el direccionamiento de la formación de las bolsas, 
hendiduras y AB.  
- La no coincidencia de los patrones de expresión de los genes diana Hes1 y 
Hey1, con Ser2, permiten suponer que son genes efectores por medio de otros 
ligandos de la vía Notch o a través de otras vía de señalización celular. 
- Los patrones de expresión de Hes1 y Hey1 en estadios tempranos y en sitios 
clave de la segmentación faríngea, podrían significar algún tipo de regulación de 
estos genes en la proliferación celular necesaria para definir límites anatómicos y 
dar forma a los AB. 
- Los resultados de esta investigación necesitan ser complementados con la 
descripción de los patrones de expresión de los otros componentes de la vía de 
señalización Notch y con estudios de ganancia y pérdida de función, durante los 
mismos estadios y durante los estadios HH19 y HH23, para completar toda la 
fase de formación de los AB. 
- La estandarización de la técnica de ISH en el modelo animal de pollo para el 
estudio del desarrollo craneofacial, ha significado un gran avance metodológico 
en nuestro laboratorio, marcando la continuidad de trabajos desarrollados 
previamente en el grupo de Neurociencias y el futuro de importantes 
investigaciones en el área de la genética y biología del desarrollo en la línea de 
investigación de desarrollo y crecimiento craneofacial.  
2.5 Perspectivas futuras 
Determinar los patrones de expresión de los otros componentes de la vía de 
señalización Notch durante estadios HH14, 16 y 18. 
Determinar patrones de expresión de todos los componentes en estadios HH19 a 
HH23. 
Estudios de ganancia y perdida de función de Notch1, Hes1 y Hey1 durante 
estadios HH14, 16 y 18. 
Ensayos de proliferación, muerte celular y diferenciación en AB durante estadios 
HH14, 16 y 18. 
 
 

 A. ANEXO: Protocolos para preparación de 
soluciones básicas 
Agua DEPC (1000 ml) 
1. A 1000 ml de agua milli-Q adicione, 1 ml de DEPC, mezcle con magneto en 
plancha. 
2. Incube la solución por 1-12 horas a 37oC.  
3. Esterilice en autoclave por 15 minutos para remover cualquier resto de DEPC.  
4. Almacene a temperatura ambiente en recipiente de vidrio bien sellado. 
PBS/DEPC (1000 ml) 1X 
1. Mezclar: 
8 gr          NaCl 
0.2 gr      KCl 
1.44 gr    Na2HPO4 
0.24 gr    KH2PO4 
2. Llevar a 1000 ml con agua DEPC. 
3. Almacenar a 4°C o  temperatura ambiente bien sellada. 
PBT (1000 ml) 
1. A 1000 ml de PBS/DEPC agregar 1 ml de Tween 20 al 0.1%. 
2. Mezclar con magneto en placa agitadora hasta disolver completamente. 
3. Almacenar a temperatura ambiente.  
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Paraformaldehído (PFA) 4% 
1. Calentar a 70°C 50ml de PBS/DEPC en horno microondas y adicionar 8 gr de 
PFA en polvo  
2. Completar 100 ml con PBS/DEPC para dejar PFA al 8% (2x). 
3. Alicuotar y almacenar a  -20°C hasta por un mes y a 4°C hasta por 1 sem. 
4. Cuando se va a usar, diluir en el doble del volumen para llevarlo al 4%.
 B. ANEXO: Protocolo de manejo y fijación de 
embriones de pollo 
1. Limpiar los huevos fertilizados con torunda de algodón humedecida 
ligeramente en alcohol antiséptico. 
2. Marcar cada huevo con X en parte superior, orientando el huevo con su eje 
longitudinal horizontal. 
3. Verificar temperatura y humedad de incubadora (37.5°C-38.5°C, humedad 
80%). 
4. Incubar a 37.5°C-38.5°C. El tiempo de incubación depende de estadio 
requerido. 
5. Sacar los huevos de la incubadora y limpiarlos con torunda de algodón 
humedecida con alcohol antiséptico. Tener cuidado de no girar el huevo, ya 
que en la parte superior se encuentra el embrión. 
6. Cubrir con cinta de enmascarar sobre la X, este es el sector donde se 
realizara la ventana para extraer el embrión. 
7. Introducir jeringa desechable con aguja  por polo lateral, con angulación de 
45° hacia abajo para evitar tocar la yema del huevo, y aspirar 
aproximadamente 10 ml de albumina. 
8. Con tijeras curvas, en el sitio cubierto por la cinta de enmascarar realizar corte 
en forma ovalada. No corte en su totalidad para poder reincubar en caso de 
que sea requerido. 
9. Observar con lupa o en estereoscopio para determinar si es el estadio 
deseado, si no lo es, selle de nuevo la ventana con la misma cascara y cinta 
de enmascarar y vuelva a incubar hasta obtener el estadio deseado. 
10. Una vez alcanzado el estadio deseado, extraer el embrión usando tijeras 
curvas de puntas finas y espátula 7A, estériles. Para evitar daños en el 
embrión, es recomendable sacarlo con membranas. 
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11. Sumergir el embrión en caja de petri con PBS/DEPC y bajo el estereoscopio, 
retirar  las membranas con pinzas de puntas finas. 
12. Fijar los embriones en tubo Eppendorf de 1.5 ml con PFA 4% durante 4 a 12 
horas a 4°C. 
13. Aspirar cuidadosamente el PFA y lavar con PBT con suave balanceo por 5 
min. 
14. Realizar lavados en series de metanol/PBT, al 25%, 50%, 75% y 100%, cada 
uno por 5 min.  
15. Repetir el último lavado en metanol al 100% y almacenar en el mismo a -20°C 
por un mes o más. Es importante revisar semanalmente el contenido de 
metanol, que se puede ir evaporando.
  
C. ANEXO: Protocolo de procedimientos y 
soluciones previas a hibridación 
Recuperación del plásmido del papel filtro Whatman 
1. Cortar	  el	  área	  del	  papel	  de	  filtro	  que	  contiene	  el	  DNA	  y	  fíjarlo	  en	  un	  Eppendorf	  con	  
100	  μl	  de	  agua	  milli-­‐Q	  estéril,	  por	  5	  minutos	  a	  T°	  ambiente.	  	  
2. Mezclar	   con	   la	   punta	   de	   la	   pipeta	   y	   luego	   usar	   1.5-­‐2	   μl	   para	   la	   transformación	   de	  
células	  supercompetentes	  de	  E.Coli.	  
Preparación de medio de cultivo LB líquido (1000 ml) 
1. A	  800	  ml	  de	  agua	  milli-­‐Q	  en	  plancha	  caliente,	  adicionar	  y	  disolver:	  
10 gr BactoR Agar triptona 
5 gr   BactoR extracto de levadura 
5 gr   NaCl 
1. Una	  vez	  la	  solución	  este	  homogénea	  completar	  volumen	  a	  1000	  ml.	  
2. Ajustar	  pH	  a	  7	  con	  NaOH.	  
3. Esterilizar	  en	  autoclave	  por	  20	  min.	  
4. Almacenar	  sellado	  con	  parafilm	  a	  4°C.	  
Preparación de medio de cultivo LB sólido (1000 ml) 
1. A	  	  800	  ml	  de	  agua	  milli-­‐Q	  en	  plancha	  caliente,	  adicionar	  y	  disolver:	  
10 gr BactoR Agar triptona 
5 gr   BactoR extracto de levadura 
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5 gr   NaCl 
2. Ajustar pH a 7 con NaOH. 
3. Adicionar 15 gr de Bacto Agar y completar volumen a 1000 ml. 
4. Esterilizar en autoclave por 20 min. 
5. Dejar enfriar hasta que se pueda manipular de forma segura y, bajo 
condiciones de esterilidad y con mechero distribuir en cajas de petri estériles 
30 ml aproximadamente en cada una, dejando a medio tapar mientras gelifica. 
6. Una vez haya gelificado, tapar completamente cada caja y sellar con parafilm. 
7. Almacenar las cajas de petri a 4°C en posición invertida. 
Preparación de medios LB solido y líquido con 
ampicilina 100 µg/ml 
Para 1000 ml de medio con ampicilina 100 µg/ml 
1. En condiciones de esterilidad a 1000 ml de medio LB liquido estéril y adicionar 
2 ml de la solución de ampicilina 50 mg/ml, a temperatura ambiente. 
2. Para el medio solido: a 500 ml de medio LB solido estéril a 50°C adicionar 1 
ml de ampicilina 50 mg/ml resuspender  y alicuotar en cajas de petri estériles. 
Se recomienda realizar controles de los medios. 
 
Ampicilina 50 mg/ml 
1. Pesar 250 mg (0.25 g) de ampicilina solida y en cabina de flujo laminar 
disolver en 5 ml de agua destilada en una Falcon estéril de 15 ml. 
2. Alicuotar en Eppendorf de 1.5 ml estériles y almacenar en el congelador a -
70°C hasta su nuevo uso. 
Células competentes por método de cloruro de calcio 
1. Descongelar las bacterias E.Coli Top10® y adicionar a 25 ml de medio de 
cultivo LB líquido precalentado a 37°C. 
2.  Incubar a 37°C por 1 hora sin shaker. 
3.  Incubar por 2-3 horas a 37°C con shaker. 
Anexos 51 
4. Transferir 20 ml de solución con medio LB y bacterias, a tubo Falcon de 50 ml 
y colectar las células por centrifugación a 3000 rpm durante 8 minutos a 4°C. 
5. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 10 ml de CaCl 
50mM frio (colocado previamente en hielo) y estéril. 
6. Colocar en baño frio (nevera con hielo) por 20 min y volver a centrifugar como 
en el paso 4. 
7. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet celular en 2ml de CaCl2 50 
mM frio para generar la suspensión de células competentes finales. 
8. Una vez competentes, transferir 166 µl de la suspensión de células 
competentes a un Eppendorf estéril. 
9. Adicionar 34 µl de glicerol al 100% estéril, generando una concentración final 
de 17%. 
10. Las células competentes pueden ser alicuotadas y almacenadas a -70°C 
indefinidamente.	  
Solución de cloruro de calcio (CaCl2) 50 mM 
1. Diluir 5.54 gr de CaCl2 en 100 ml de agua milli-Q para obtener molaridad 0.5 
M (500mM). 
2. 10 ml de CaCl2 0.5 M llevarlos a 100 ml, con agua milli-Q para lograr 50 mM. 
3. Esterilizar en autoclave.  
Linearización de plásmido 
1. En eppendorf de 1.5 ml agregar: 
12 µl  agua milli-Q 
2 µl de buffer específico de digestión enzimática 10X 
5 µl de DNA plasmídico circular 
2 µl de enzima de restricción específica 
2. Incubar a 37°C toda la noche (1-16 horas). 
3. Al día siguiente realizar electroforesis en agarosa al 1% con las muestras de 
DNA plasmidico circular y de DNA linearizado para confirmar los tamaños de 
los fragmentos esperados. 
Síntesis de ribosonda 
1. Para sintetizar 20 µl de sonda mezclar: 
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5 µl DNA linearizado 
2 µl Buffer de transferencia 10X 
2 µl Nucleótidos marcados con digoxigenina UTP 10X 
1 µl Inhibidor de RNasa 
1 µl RNA polimerasa 
9 µl Agua DEPC  
2. Incubar a 37°C por 2 horas 
3. Adicionar DNasa e incubar 30 min a 37°C 
4. Almacenar a -20º C 
Solución de hibridación  
1. Mezclar para preparar 50 ml: 
12.5 ml a 20X         SSC 5X, pH: 4.5                                       
25 ml                     Formamida 50%                                  
500 µl 0.5 M          EDTA 5 mM 
10 µl al 10%          Tween 20 al 0.002%                              
2.5 ml al 10%        CHAPS 0.5%                                           
20 µl a 250 mg/ml Heparina 100 µg/ml  
125 µl de 20mg/ml(2.5mg en polvo) RNA de levadura  50 µg/ml  
9.345 ml               Agua milli-Q tratada con DEPC  
Solución SDS (Sodiumdodecil sulfato) 
Disolver 1 gr de lauryl sulfato en agua DEPC hasta completar 10ml 
Solución SSC 20X (100 ml) 
1.  A 80 ml de agua DEPC agregar: 
17.53gr     NaCl 
8.82gr       Na3 citrato (Na3C6H5O72H2O)  
2. Mezclar con magneto y calor. 
3. Completar a 100ml con agua DEPC. 
4. Ajustar	  a	  pH	  5	  con	  perlas	  de	  acido	  cítrico.	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Solución de bloqueo 
1. Para preparar 10 ml adicione y mezcle: 
10 mg  Albumina 
1 ml      Sheep serum 
2.  Completar volumen con TBST   
Solución TBS  
1. Para preparar 500 ml adicionar y mezclar: 
     40 gr NaCl 
     1 gr   KCl 
125 ml Tris HCL 1M, ph7.5 
2. Completar con agua DEPC 
Solución TBST  
Para preparar 500ml adicione y mezcle: 
495ml   TBS 1X 
5ml       Tween 10% 
Solución Tris HCl 1M  
Para preparar 250 ml, a 30.2 gr de Tris HCl, agregue agua DEPC hasta completar 
el volumen. 
Solución I  
Para preparar 10 ml agregar y mezclar: 
5 ml   Formamida 50%         
2.5 ml  SSC 2X                          
1ml   SDS 1%                        
1.5 ml  Agua DEPC                
NOTA: SDS es muy sensible a temperatura. Antes de adicionar, precalentar 
ligeramente en baño maría la mezcla de formamida y SSC.    
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Solución III  
Para preparar 10 ml adicione y mezcle: 
5 ml  Formamida 50%      
1ml  SSC 2X  
4 ml   agua DEPC  
Solución NTMT  
Esta	  solución	  siempre	  debe	  ser	  preparada	  fresca,	  minutos	  antes	  de	  su	  uso.	  Para	  preparar	  
20	  ml	  adicione	  y	  mezcle:	  
15.4 ml  Agua milli Q 
2 ml   Tris HCl 100 mM, pH 9.5 
2 ml   NaCl 100 mM 
400 µl  MgCl2 50 mM 
200 µl  Tween 20 0.1/1% 
Solución de revelado NTMT, BCIP/NBT 
Usar 26.6 µl de BCIP/NBT por cada 2 ml de NTMT
  
 
D. ANEXO: Protocolo de hibridación in situ en 
embriones de pollo completos 
Día 1 
1. Rehidratación de las muestras en series de metanol/PBT: 75, 50 y 25%. Cada 
lavado por 5 minutos. 
2. 3 lavados con PBT por 5 min c/uno a T°amb. 
3. Tratamiento con 500µl de proteínasa K 10 µg/ml (tomar 1 µl de proteinasa K 
por cada ml de PBT), según tamaño del embrión: 
HH14:  10 min                                         HH19:  15 min 
HH16:  10 min                                         HH21:  15 min 
HH18:  15 min                                         HH23:  25 min 
 
4. Lavado con PBT. 
5. Posfijación con PFA 4% por 30 min a T°amb. 
6. 2 lavados en PBT por 30 min c/uno. 
7. Lavado en solución de hibridación por 10 min a T°amb. 
8. Incubación a 65°C en solución de hibridación por 1.5 a 2 horas.  
9. Calentar sonda a 80°C 10 minutos antes de ponerla en contacto con 
embriones. 
10. Remplazar solución de hibridación por una fresca y adicionar sonda (7.5 µl) e 
incubar toda la noche a 65°C bien sellado. Proporción 1:100 (7.5 µl/750 µl 
solución de hibridación) 
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Día 2 
1. Realizar 3 lavados de 30 min c/uno a 65°C, con solución I precalentada a 
65°C. Se ponen  de 500 a 750 µl de solución por pozo, según tamaño de 
embriones. 
2. 3 lavados por 30 min c/uno a 65°C con solución III precalentada a 65°C. 
3. 3 lavados  con TBST fresco por 5 min a T°amb. 
4. Bloqueo con suero fetal bovino 5% en TBST y albumina (BSA) (1mg/ml) por 3 
horas o más a T°amb.  
5. TBST, suero,  anticuerpo 1:2000, albumina (BSA) (1mg/ml) toda la noche a 
4°C. 
Día 3  
1. Remover solución de bloqueo con anticuerpo (almacenarlo a 4°C para 
reutilizar). 
2. Hacer 3 lavados con TBST por 5 min c/uno a T°amb. 
3. Hacer 5 lavados con TBST por 1 hora c/uno a T°amb. 
4. 3 lavados en NTMT por 15 min c/uno a T°amb 
6. Remover NTMT y adicionar BCIP/NBT (26.6 µl/2ml) en NTMT, se deja en 
agitador envuelto en papel aluminio y se revisa c/5 min 
7. 4 enjuagues en PBT. 
8. Posfijar en paraformaldehido al 4% por 30 min. 
9. Lavado en PBT y almacenar a 4°C envuelto en papel aluminio.  
  
E. ANEXO: Protocolos pos-hibridación 
Aclaramiento del embrión 
1. Realizar 3 lavados en PBT c/uno por 5 min a T°amb. 
2. Deshidratar en series de metanol/PBT, cada lavado de 15 min: 25, 50, 75 y 
100%. 
3. Rehidratar en series de metanol/PBT, cada lavado de 15 min; 75, 50 y 25%. 
4. Hacer 1 lavado en PBT por 1 min. 
5. 1 lavado  en glicerol 50% 10 min. 
6. Almacenar en  glicerol 80% a 4°C envueltos en papel aluminio. 
Preparación de embriones para cortes histológicos  
1. 3 lavados en PBS por 5 min c/uno. 
2. 2 lavados en PBS por 10 min c/uno. 
3. 2 lavados en solución de NTMT por 10 min c/uno. 
4. Lavado en solución reveladora por 2 horas o mas según sonda que se halla 
utilizado. 
5. 2 lavados en NTMT. 
6. 2 lavados en PBS por 5 min c/uno. 
7. Fijación en PFA al 4% por 30 min. 
8. 2 lavados en PBS por 10 min c/uno. 
9. Lavado en solución de sucrosa/PBS 5%, 2 de 15min o 1 de 30 min. 
10. Lavado en solución de sucrosa/PBS 5% mezclado con sucrosa 20%, mínimo 
15 min c/lavado. 
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Sucrosa 5%     2:1   Sucrosa 20% 
   1:1 
   1:2  
11. Lavado en sucrosa 20% 15 min. 
12. Lavado en solución de sucrosa 20%/OCT por 30min c/lavado 
Sucrosa 20%     2:1    OCT 
     1:1 
       1:2 en esta solución se realiza la inclusión
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